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PROLOGO 


Pocos frutos hay tan agradecidos como la uva. Pocos productos 
acompafiados del misterioso encanto del vino al que da lugar. Cada 
proceso es original. Cada copa, la culminacién del trabajo de un equipo de 
personas implicado en la consecuciòn de un alimento clave para nuestro 


mediterràneo pais. 


De la cepa a la copa. Este libro recoge el amplio y significativo elenco de 
estudios recientemente realizados por los grupos de investigacibn de la 
red GIENOL. Estudios estratégicos en una coyuntura econémica que ha 
conducido, necesariamente, a la optimizacién de los respectivos enfoques 
de viticultores, enélogos e investigadores, en aras de conseguir que los 
vinos espafioles hagan gala de serlo en un mercado internacional cada vez 


màs competitivo. 


Confiamos en que el lector satisfaga su interés por conocer en qué 
trabajamos en la Red GIENOL para contribuir a la mejora de la calidad de 


uno de nuestros alimentos màs emblemàticos, desde los tiempos de Noé. 


Olga Busto Busto 
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RESUMEN: 


Los compuestos fenélicos tienen gran importancia en la calidad del vino. La aplicacién de 
elicitores sobre los racimos es una de las précticas viticolas màs prometedoras en cuanto a 
la mejora de la composicién fenélica. Sin embargo, esta técnica precisa de un deshojado 
previo, con el consecuente consumo de tiempo y dinero. En el presente trabajo se estudiò 
el efecto de la aplicacién foliar de metil jasmonato en la composicién fenélica de uvas y 
vinos de la variedad Tempranillo. El tratamiento dio lugar a un incremento del contenido de 
antocianos y estilbenos, tanto en la uva como en el vino, ademàs de aumentar el contenido 
de flavonoles en el vino. Asimismo, se observé una mejora de los paràmetros cromaàticos del 
vino. Los resultados obtenidos sugieren que esta herramienta podria ser una préctica 
viticola sencilla y de facil aplicacién para mejorar la calidad de la uva y del vino. 


Palabras clave: elicitor, antocianos, estilbenos, tratamiento foliar 


1. Introducciòn 


Los compuestos fenélicos son metabolitos secundarios que se forman a través de la 
ruta fenilpropanoide a partir de la fenilalanina, pudiéndose clasificar en dos grandes grupos: 
no flavonoides (dcidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y estilbenos) y flavonoides 
(antocianos, flavonoles y flavanoles). Dichos compuestos, ademés de poseer propiedades 
saludables, son responsables de las cualidades organolépticas del vino, como el color, la 
estructura o su potencial para ser envejecidos, por lo que en los ùltimos afios se ha prestado 
una especial atencién a aumentar su concentraciòn. 


Entre las pràcticas estudiadas con este fin, la aplicacién de elicitores ha despertado un 
gran interés [1]. Los elicitores son compuestos que, una vez aplicados sobre la planta, pueden 
activar su sistema defensivo. La planta puede responder al tratamiento con elicitores mediante 
la acumulacién de compuestos fenélicos debido a la activacibn de la ruta fenilpropanoide. 
Estudios previos, realizados tanto in vitro como in vivo, han mostrado que la aplicacién de 
metil jasmonato (MeJ) mejora el contenido fenélico de uvas y vinos [2-4]. Los ensayos en 
campo realizados hasta el momento han evaluado el efecto de la aplicacibn de MeJ 
directamente sobre el racimo, siendo necesario un deshojado previo. Por todo ello, el objetivo 
de este trabajo fue estudiar la influencia de la aplicacién foliar de MeJ en la composicién 
fenélica de uvas y vinos de la variedad Tempranillo. 
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2. Material y métodos 


El estudio se realizò en el vifiedo experimental de La Grajera, en la D.O.Ca. Rioja 
(Espafia), en 2013, en la variedad Tempranillo (Vitis vinifera L.). En el momento del envero y 
una semana después, las plantas a tratar se pulverizaron con una disolucién 10 mM de Mel), 
empleando Tween 80 como agente humectante (0,1%, v/v), mientras que las plantas control 
fueron rociadas con agua que contenia unicamente Tween 80. El disefio experimental fue de 
bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento y tres cepas por repeticiòn. 


Las uvas se vendimiaron y analizaron en el momento éptimo de madurez. 
Posteriormente, se Ilevaron a cabo microvinificaciones por triplicado empleando las mismas 
repeticiones que en el campo. Los andlisis de los parametros generales se realizaron mediante 
los métodos oficiales [5]. La composicién fenélica de la uva y del vino se determiné de forma 
pormenorizada mediante extraccién en fase sélida y posterior cromatografia liquida [6, 7]. 


Los resultados se analizaron estadisticamente usando el andlisis de la varianza 
(ANOVA) empleando el programa estadistico SPSS versibn 21.0 (Chicago, EE. UU.). Las 
diferencias entre las medidas se compararon mediante el test de Duncan con un nivel de 
significaciòn de 0,05. 


3. Resultados 


Los resultados obtenidos para los paràmetros generales de uvas y vinos mostraron que 
el tratamiento no modificò su composicién en lo que se refiere al contenido de azùcar, o en su 
caso de alcohol, y a los paràmetros relacionados con la acidez. Sin embargo, los vinos 
elaborados con las uvas procedentes de las plantas tratadas presentaron valores més altos de 
intensidad de color, porcentaje de antocianos ionizados y polimerizados e indice de Folin- 
Ciocalteu. 


Asimismo, el tratamiento foliar con MeJ dio lugar a un incremento de la sintesis de 
antocianos. Como consecuencia, las uvas procedentes de las plantas tratadas mostraron 
contenidos mayores de los 3-O-glucésidos de petunidina y peonidina, y de los derivados trans- 
cumarilados de cianidina y peonidina, lo que provocò un aumento en el contenido total de 
estos compuestos (Figura 1a). La mejora de la composicién antociànica de la uva se vio 
reflejada en los vinos. De esta forma, los vinos procedentes del tratamiento foliar con MeJ 
presentaron valores més altos de los 3-O-glucésidos de delfinidina, petunidina y peonidina, 
ademés de los derivados trans-cumarilados de cianidina y peonidina y de vitisina B. Por lo 
tanto, al igual que se observé en las muestras de uva, los vinos procedentes de las uvas 
tratadas también presentaron un contenido total de antocianos mayor que los vinos control 
(Figura 1b). 


En cuanto a los flavonoles, en las uvas apenas hubo diferencias significativas entre el 
control y el tratamiento (Figura 1c), excepto para la isoramnetina-3-O-glucésido, presente en 
mayor cantidad en las uvas procedentes del tratamiento con Mel. Sin embargo, en los vinos se 
detectaron mayores diferencias, ya que ademés de un contenido més alto de isoramnetina-3- 
O-glucésido, también presentaron mayor concentracién de miricetina libre y quercetina-3-O- 
glucésido. Debido a que en los vinos ambos compuestos son mayoritarios, los elaborados a 
partir de las uvas de las cepas tratadas mostraron un contenido total de flavonoles superior al 
vino control (Figura 1d). 
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La aplicacién foliar de MeJ también afectò al contenido de estilbenos. En este sentido, 
las uvas de las plantas tratadas con MeJ presentaron un contenido mayor de los isémeros cis- y 
trans-piceido, mientras que la concentraciòn de resveratrol no se vio afectada. El trans-piceido 
también se encontré en niveles mayores en los vinos procedentes de la aplicacibn de Me). 
Ademàòs, el tratamiento con este elicitor dio lugar a aumentos importantes del contenido total 
de estilbenos, tanto en la uva como en el vino (Figuras le y 1f). Con respecto al resto de 
compuestos fendlicos, entre los que se incluyen los flavanoles y los àcidos hidroxibenzoicos e 
hidroxicinàmicos, no se observaron diferencias significativas entre el tratamiento con Me] y el 
control. 


Los resultados obtenidos en este trabajo estàn de acuerdo con los de trabajos previos 
en los que se habia observado que la aplicacién directa de MeJ sobre el racimo puede mejorar 
la composicién fendlica de la uva y del vino, principalmente antocianos y estilbenos, ademàs 
de mejorar las caracteristicas cromàticas del vino [3, 4]. Es importante tener en cuenta que la 
aplicacién foliar de elicitores no precisa de un deshojado previo, operacién necesaria cuando el 
tratamiento se Ileva a cabo directamente sobre los racimos. 


4. Conclusiones 


Este estudio muestra por primera vez el efecto de la aplicacibn foliar de MeJ en la 
composicibòn fenélica de uvas y vinos de la variedad Tempranillo. En general, la aplicaciòn foliar 
de MeJ conllevéò un aumento de la concentracién de los compuestos fenélicos, especialmente 
antocianos y estilbenos. Ademàs, también se vieron mejorados los paràmetros relacionados 
con el color del vino, debido probablemente al aumento observado de los compuestos 
determinantes del color como son los antocianos y los flavonoles. Con respecto al resto de 
compuestos fenélicos, no hubo apenas diferencias entre el control y el tratamiento ni en la uva 
ni en el vino. Este estudio ha mostrado que las plantas pueden reaccionar a la aplicaciòn foliar 
de MeJ mediante la acumulacién de compuestos fenélicos, observandose este aumento tanto 
en la uva como en el vino. Por tanto, la aplicacibn de MeJ podria ser una préctica viticola 
sencilla y de interés para incrementar la concentracién de compuestos fendlicos de la uva y 
mejorar el color y el contenido fenélico del vino. 
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Figura 1: Composiciòn fendlica de las uvas y de los vinos de plantas sin tratar (control) y tratadas con metil 
jasmonato (MeJ). Los tratamientos se realizaron por triplicado (n = 3) y los resultados se expresan como la media + 
desviacién estàndar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). 
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RESUMEN: 


El objetivo de este trabajo es conocer si el mecanismo de glicosilacién es realizado por la vid 
cuando se hacen aplicaciones foliares de extractos acuosos de roble y de disoluciones 
modelo de guayacol y whiskylactonas, que son dos de los constituyentes de los extractos 
de roble. Para ello se analizado los correspondientes glicòsidos a lo largo de la maduracién 
en las hojas, tallos y uvas de las vides tratadas. Los resultados obtenidos en relacién con las 
whiskylactonas son sorprendentes ya que la molécula no posee el grupo hidroxilo necesario 
para la glicosilacién, pero se ha demostrado que se produce un paso previo consistente en 
la apertura del anillo de la lactona para dar el acido 3-metil-4-hidroxioctanoico. 


Palabras clave: glicosilaciòn, volàtiles, uvas, extracto de roble, guayacol, whiskylatonas 


1. Introducciòn 


Recientemente se ha observado que vides en las que se hicieron tratamientos foliares 
con extractos acuosos de roble, proporcionaron uvas y vinos con contenidos superiores al 
control de agliconas volàtiles presentes en el extracto, tales como guayacol y whiskylactonas, y 
que sus vinos tenfan un aroma a madera que recordaba a los vinos de crianza (1, 2); estos 
resultados fueron también corroborados con el empleo de disoluciones modelo (3). 


Se sabe que muchos compuestos volàtiles de la uva se encuentran en forma de 
precursores no olorosos, entre los que abundan los glicosilados, en donde la aglicona olorosa 
està unida a una o més moléculas de azùcar. También se sabe que la glicosilacibn es el 
mecanismo por el que las plantas limitan el efecto téxico de muchas sustancias volatiles, ya 
que facilita su solubilidad, transporte y almacenamiento hacia lugares en donde pueden ser 
eliminadas. Por ello se sugirié que el efecto observado con los extractos de roble podria 
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deberse a que la vid glicosila estos compuestos exégenos y los almacena en la uva, para 
posteriormente ser liberados en el vino, al que le pueden comunicar su aroma. Este trabajo 
pretende avanzar en el conocimiento sobre la capacidad de la vid para producir glicòsidos de 
guayacol y de whiskylactonas, para lo cual se han sintetizado los correspondientes glicòsidos y 
se han cuantificado a lo largo de la maduracién en hojas, tallos y uvas de vides tratadas con 
aplicaciones foliares de un extracto acuoso de roble y con disoluciones modelo de ambos 
compuestos. 


2. Material y métodos 


La experiencia se realizéò durante la cosecha de 2012 en vides de Monastrell localizadas 
en la parcela experimental de la bodega BSI de Jumilla. Se realizaron los siguientes tres 
tratamientos foliares, que se aplicaron en una sola vez al inicio del envero a razén de 300 mL 
por cepa: disolucién acuosa de extracto de roble tostado (Protea France S.A.S., Gensac la 
Pallue, France), disolucién acuosa de guayacol (0,06%) y disolucién acuosa de cis y trans 
whiskylactonas (0,06%). Cada tratamiento se aplicé a 16 cepas con racimos tapados por una 
bolsa de plàstico, y a otras 16 cepas con los racimos sin tapar. Las filas de cepas de cada 
tratamiento se alternaron con otras filas similares no tratadas para impedir contaminaciones. 
Ademàs se seleccionò otra fila de 16 cepas alejadas de los tratamientos para ser utilizadas 
como control. Las uvas, tallos y hojas fueron muestreadas en tres momentos: t1, 10 dias 
después del tratamiento; t2, 20 dias después del tratamiento, y t3, 36 dias después del 
tratamiento coincidiendo con el dia de vendimia. Por cada tratamiento se cogieron al azar 4 
tallos entre las 16 cepas, 15-20 uvas de 4 racimos y 4 hojas por cepa. 


La preparacién de los extractos de hojas, tallos y uvas, asi como la sîntesis y el andlisis 
de los glicésidos de guayacol se realizé segun los métodos propuestos por Dungey et al. 
(2011) (4) y Hayasaka et al. (2010)(5). Para la sîinteis y el andlisis de los glicésidos de las 
whiskylactonas se siguiò el método de Fudge et al. (2008)(6). Los glicésidos de guayacol 
determinados fueron: glucésido de guayacol (GUG), glucosil-glucésido de guayacol (GUGG), 
rutinésido (ramnosil-glucésido) de guayacol (GURG) y pentosil-glucésido de guayacol (GUPG). El 
compuesto derivado de la whiskylactona sintetizado y analizado fue el glucésido del àcido 3- 
metil-4-hidroxioctanoico (WLG), aunque también se analizaron otros glicésidos tales como el 
glucosil-galato y el glucosil-glucésido de dicho acido, pero estos no fueron previamente 
sintetizados y se usò como referencia la calibracibn de WLG. El angdlisis cualitativo y 
cuantitativo de los glicoconjugados se realizé en un UHPLC Agilent 1290 Infinity UHPLC 
combinado con un 6490 QQQ LC/MS. La adquisicién de datos y su procesado fue Ilevado a 
cabo con un software Mass Hunter versién B.06.00 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) y el andlisis 
espectrométrico se realizé en modo MRM en el caso del WLG, segùun se detalla en Pardo- 
Garcia et al. (2015) (7). 


3. Resultados 


Respecto a los glicoconjugados de guayacol en las vides control, se observò que en las 
hojas predominé el glucosil-glucésido (GuGG) y en menor proporcién el pentosil-glucésido 
(GUPG). En los tallos se cuantificaron GUGG y GUPG, pero este ultimo Ilegò a ser cuatro veces 
superior al primero y aumentò con el tiempo de muestreo, mientras que GUGG se mantuvo 
constante. También estos dos glicòsidos se encontraron en las uvas, en donde el contenido de 
GUGG fue aproximadamente el doble que el de GuPG y ambos se mantuvieron constantes a lo 
largo del tiempo. Por tanto, la vid sintetiza estos glicoconjugados en las hojas, pero trasporta 
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màs rapidamente hasta las uvas el GUGG que el GUPG, en donde se almacena en mayor 
proporcién GUGG que GUPG. 


En la Figura 1 se muestra el contenido de los gliconjugados de guayacol en las distintas 
partes de las vides tratadas con extractos de roble y con disoluciones de guayacol. Los 
resultados obtenidos son similares a los del control en hojas y tallo, pero difiere en uvas, en 
donde predominò el GUPG y aparecié un nuevo glicésido, el rutinésido de guayacol (ramnosil- 
glucésido de guayacol), con independencia de que el tratamiento se hiciera con racimos 
tapados o sin tapar, aunque fue màs abundante en las uvas del primer caso. Segùun que los 
tratamientos se hicieran con racimos tapados o sin tapar, en las uvas se observòé una diferente 
distribuciòn de los glicésidos. 


En las vides tratadas con la disolucién de guayacol (Figura 1) el perfil glicosidico fue 
diferente en hojas y uvas al observado en las vides control y en las tratadas con extracto de 
roble. En las uvas el glicòsido mayoritario fue GuPG seguido del rutinésido, siendo ambos més 
abundantes en las uvas de racimos tapados que sin tapar y disminuyeron a lo largo del tiempo 
de muestreo. 


Glicésidos de guayacol en vid tratada con Glicésidos de guayacol en vid tratada con disolucién de 
extracto de roble guayacol 
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Figura 1. Glicésidos de guayacol en vides tratadas con extracto de roble y con disolucibn de guayacol. Tiempo de 
muestreo t1, t2, t3: 10, 20 y 36 dias después del tratamiento. 


Las whiskylactonas no poseen los grupos hidroxilo libres necesarios para su 
glicosilacién; sin embargo, nuestros estudios previos sugieren que la vid puede realizar la 
mencionada glicosilacién si antes es capaz de producir la apertura del anillo de la lactona para 
dar el àcido 3-metil-4-hidroxioctanoico. En este trabajo se ha analizado el glucésido de dicho 
àcido (WLG) en las distintas partes de las vides tratadas (hojas, tallos y uvas) pero no se 
detectò en ninguna muestra control. 


En el caso de los tratamientos con extracto de roble, en las hojas se alcanzaron 
concentraciones de méàs de 200 ug/kg de WLG, pero no se detecté en los tallos y sélo se 
encontrò en pequefias cantidades en uvas procedentes del tratamiento con los racimos 
destapados. Sin embargo, en todos los casos se encontré glicosil-glucosa del acido 3-metil-4- 
hidroxioctanoico (WLGG) en concentraciones mayores a WLG, que aumentaron con el tiempo 
de muestreo. Esto puede explicar la presencia de glicoconjugados de whiskylactonas en uvas 
de vides tratadas con extracto de roble y justificaria el aroma a madera de estos vinos. En los 
tratamientos con la disolucién, los mayores contenidos de WLG se alcanzaron en las uvas de 
los racimos destapados, o en los tallos de las plantas con los racimos tapados, abundando 
WLGG frente a WLG. 
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4. Conclusiones 


Se ha demostrado que la vid es capaz de absorber por via foliar algunos de los 
compuestos presentes en extractos acuosos de roble, tales como guayacol y whiskylactonas. 
Como posible mecanismo de defensa, forma en las hojas los correspondientes gliconjugados 
que se distribuyen por la planta a distinta velocidad hasta Ilegar a las uvas, en donde se 
almacenan. En el caso de las whiskylactonas la vid realiza un paso previo de apertura del anillo 
de la lactona para disponer del grupo —-OH requerido en la glicosilacién. Como consecuencia la 
uva incrementa el contenido de glicoconjugados de ambos compuestos, que pasan al vino en 
donde pueden liberar las agliconas, con el consecuente impacto en el aroma. 
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RESUMEN: 


En este trabajo se pretende comprobar el efecto de diferentes aplicaciones de extractos 
acuosos de sarmientos de las variedades Airén y Moscatel, sobre el potencial aromético de 
la uva y de sus vinos asî como su impacto a nivel sensorial. Para ello se usaron extractos de 
sarmientos, tostados y sin tostar, los cuales se formularon y aplicaron a las hojas de cepas 
de la variedad blanca Airén. Se determinò la calidad aromética de las uvas el dia de la 
vendimia mediante el indice de Potencial Aromatico varietal (IPAv), mientras que el andlisis 
sensorial de los vinos se realizé cuatro meses después del final de la fermentacién 
alcohélica. El IPAv fue significativamente mayor en las uvas tratadas con extractos de 
sarmiento respecto al control y sus vinos fueron de mayor complejidad aromàtica, en los 
que destacaron notas a madera y especiadas. 


Palabras clave: sarmientos, Airén, Moscatel, potencial aromético de la uva, vino, analisis 
sensorial 


1. Introducciòn 


Estudios cientificos realizados recientemente han demostrado que la vid es capaz de 
absorber compuestos volàtiles de extractos acuosos de roble aplicados a sus hojas, lo cual 
influye en la composicién aromatica de las uvas y de sus vinos (1,2). Estos compuestos del 
extracto de roble pasan a la uva donde se almacenan en forma de precursores aromàticos no 
olorosos (3), y durante la vinificacién y a lo largo del tiempo aumenta su concentraciòén en el 
vino, pues las agliconas se liberan de sus precursores. 


Los sarmientos de poda son residuos de la vifia de naturaleza lignocelulésica, que 
tradicionalmente se abandonan o se queman en la misma, por lo que son una fuente de 
contaminacién medioambiental y ecolégica. La produccién media de sarmientos por hectàrea 
se estima en una tonelada, por ello en las zonas vitivinicolas, como es Castilla-La Mancha, es 
del mayor interés la explotacién de este residuo para aumentar su valor. Recientemente, se ha 
demostrado que la composicibn de extractos acuosos de sarmiento es de la misma naturaleza 
quimica que los del roble (4), por lo que es Iégico pensar en un efecto parecido al roble si son 
aplicados de forma similar. Ademàs, en la actualidad existe una tendencia clara hacia una 
Viticultura Sostenible, en la que la conservacién de los recursos naturales y la proteccién del 
medio ambiente es uno de los objetivos fundamentales, por lo que el aprovechamiento de los 
sarmientos podrîa ser de gran interés. 


Este trabajo pretende abordar una nueva forma de aprovechamiento de estos 
subproductos, aportando de nuevo a la vid los componentes que los sarmientos han 
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almacenado y que puedan repercutir de manera positiva en la uva y en el aroma de sus vinos. 
De esta manera se cerraria su ciclo, modulando y potenciando el efecto terroir, abogando asi 
por una “Viticultura Dirigida”. 


Para ello, se han realizado 4 aplicaciones foliares de extractos acuosos de sarmiento 
(Airén y Moscatel, con y sin tostar) y se ha analizado su efecto sobre el potencial aromético de 
las uvas y su evolucién durante el proceso de vinificacién. Asi mismo, los vinos obtenidos 
fueron sometidos a un angdlisis sensorial para comprobar su impacto aromatico. 


2. Material y métodos 


Cuatro meses después de la vendimia de 2013, se seleccionaron sarmientos 
procedentes de vides cultivadas en espaldera de dos variedades diferentes: la neutra Airén, 
que es mayoritaria en Castilla-La Mancha, y la aromàtica Moscatel, que también es muy 
cultivada en la mayoria de las zonas vitivinicolas. Tras el secado de los sarmientos a 
temperatura ambiente, se trituraron hasta obtener un serrin con un tamafio de particula 
inferior a < 4 mm. Una parte de cada una de las muestras se mantuvo a temperatura ambiente 
hasta su uso y la otra se sometiò a un tostado alto (180 2C durante 45 minutos). Con cada tipo 
de serrin (tostado y sin tostar) de cada variedad, se realizaron extracciones acuosas sélido- 
liquido segùun Sanchez-G6mez et al. (4), y se obtuvieron los siguientes tipos de extracto: 


- AST: extracto de sarmientos sin tostar de la variedad Airén. 

-  AT:extracto de sarmientos tostados de la variedad Airén. 

- MST: extracto de sarmientos sin tostar de la variedad Moscatel. 
-  MT:extracto de sarmientos tostados de la variedad Moscatel. 


Una vez formulados adecuadamente se realizaron aplicaciones foliares durante el 
envero, en una sola ocasién, sobre cepas de la variedad Airén. Para cada tratamiento se 
seleccionaron 7 cepas, distribuidas en una parcela situada en la D.O. Jumilla (Murcia), siendo 
necesario aplicar 300 ml de extracto para cubrir por completo la parte foliar de cada cepa. 
Otro grupo de 7 cepas se dejaron sin tratar para ser usadas como control. 


El potencial aromético varietal de las uvas en el dia de la vendimia se analizò 
empleando el Kit IPAv de Teknokroma (Barcelona) (5) el cual permite la determinacién del 
contenido total de precursores aromfàticos glicosidicos. Ademéàs, también se estudiò la 
evoluciòn del IPAv en los vinos al final de la fermentacién alcohélica y cuatro meses después 
de la misma. 


EI proceso de vinificacién se realizé segun el sistema tradicional en blanco, empleando 
un sistema de vinificacién multitubo con control de temperatura. Después del despalillado de 
la uva, se adicionò metabisulfito de amonio (80 mg/kg) y se dejé macerar a 11 2C durante 17 
horas. Tras el prensado manual la fermentacién alcohélica se realizé con la levadura 
UCLMS377, y trascurriò a 16 + 1 2C. De cada tratamiento se obtuvieron en triplicado 1.25 
litros de vino 


Se realizé un anglisis sensorial olfativo de los vinos cuatro meses después de la 
finalizacibn de la fermentacién alcohélica. En el mismo participaron ocho jueces expertos (4 
hombres y 4 mujeres). Los atributos de aroma medidos en el angdlisis sensorial fueron 
intensidad de olor, notas frutales, florales, hierbas/verdes, madera/roble, dulce, especiadas y 
ahumadas. 
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3. Resultados 


En la Figura 1, se muestran los valores de IPAv de las uvas en el dia de la vendimia 
procedentes de los cuatro tratamientos con extractos acuosos de sarmiento. Se observò que 
los valores de las uvas tratadas con cualquiera de los extractos son significativamente 
superiores al control, por lo que la aplicacibn de extractos acuosos de sarmiento aumenta el 
contenido de precursores arométicos glicosilados de las uvas. Comparando los tratamientos, 
los de AST y MT tuvieron los mayores valores de IPAv, lo que sugiere que estas uvas tendràn 
una mayor capacidad para producir vinos con mayor y mejor contenido aromético varietal, 
aunque todo ello estarà condicionado por el proceso de vinificacién. Los resultados obtenidos, 
también indican que el tostado o no de los sarmientos no tiene un comportamiento similar 
para Airén y Moscatel. 


IPAv 
O H_N W aU A N 0 w 


Control AST AT MST MT 
TRATAMIENTOS 


Letras diferentes entre los tratamientos aplicados indican diferencias significativas 
segun el test LSD (a <0,05). 


Figura 1. indice de Potencial Aromdtico varietal (IPAv) de las uvas en el dia de la vendimia: Airén (A) y Moscatel (M), 
tostados (T) y sin tostar (ST). 


La Figura 2 recoge los porcentajes de liberacién de aromas de sus precursores al final 
de la fermentacién alcohélica y cuatro meses después de la misma. Se observa que los valores 
de los vinos procedentes de uvas tratadas con cualquiera de los extractos son 
significativamente superiores al control. Si atendemos al porcentaje de liberacién al final de la 
fermentacién, vemos que los vinos AST y MT liberaron la mayor parte de sus aromas durante 
este proceso, coincidiendo estos tratamientos con los que mayores valores de IPAv 
presentaron sus uvas (Figura 1). En el caso de los vinos AT y MST la liberacién de los aromas 
fue similar en ambos momentos de muestreo. 
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Para cada tratamiento, diferentes letras minùsculas indican diferencias significativas entre los porcentajes de 
liberaciòn durante la fermentaciòn y las letras maysculas indican diferencias significativas entre los 
porcentajes de liberacién durante la post-fermentaciòn segun el test LSD (a <0,05). 


Figura 2. Porcentaje de liberacién en los vinos al final de fermentaciòn y al cabo de 4 meses, para los tratamientos 
Airén (A) y Moscatel (M), tostados (T) y sin tostar (ST). 
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Los resultados del andlisis sensorial olfativo se muestran en la Figura 3. En general, los 
vinos resultantes de los tratamientos aplicados a la vid produjeron una mayor complejidad 
aromatica en relacibn con los vinos control. Destacan los vinos procedentes de los 
tratamientos con extractos de sarmiento sin tostar, asi el vino AST destacò por sus notas 
florales, frutales y ahumadas, mientras que el vino MST presentò mayores notas dulces y 
especiadas. 


Frutales Chritrol 


| — AST 
] 


Ahumados,, > Florales —_AT 
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Especiados  Hierbas/verdes 


Notas dulces© ladera/Roble 


Figura 3. Andlisis sensorial olfativo. 
4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos indican que el tratamiento foliar a vides con extractos 
acuosos de sarmientos influye en el potencial aromatico de las uvas, siendo significativamente 
mayor el valor IPAv en las uvas procedentes de los tratamientos respecto al control, 
destacando los tratamientos AST y MT con los mayores valores. A nivel sensorial, estos vinos 
mostraron una mejor calidad aromàtica que los vinos control. 
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RESUMEN: 

Se ha evaluado el comportamiento enolégico de la uva de la variedad Verdejo sometida a 
diferentes condiciones de riego (secano, riego del 25% de ETO y riego del 50% de ETO) y de 
aclareo durante las campafias 2012-2014. Las condiciones climaticas acaecidas en las tres 
afiadas han permitido poner de manifiesto la influencia del riego y el aclareo en los distintos 
paràametros enolégicos estudiados, que se han revelado en las gràficas comparativas y en el 
andlisis de componentes principales realizado por afios. Se ha observado que el mero hecho 
de regar discrimina todos los afios, diferenciando a las muestras regadas de las testigo, 
mientras que la influencia del aclareo se ha puesto de manifiesto fundamentalmente el afio 
més Iluvioso, especialmente en las muestras con un marcado incremento del grado 
alcohélico obtenido. Se ha observado ademàs la influencia de la cantidad de Iluvia cada afio 
en el comportamiento enolégico de la uva en cuanto a madurez fenédlica, pH, acidez total y 
grado alcohélico. 


Palabras clave: riego, aclareo de racimos 


1. Introducciòn 


Los diferentes estudios Ilevados a cabo en Espafia sobre el efecto del riego sobre el 
vifiedo han mostrado cémo, dependiento de las dosis de riego, la época de su aplicacién y la 
zona geografica del cultivo, se ha obtenido diferente incidencia sobre la composicién de mosto 
y vino producidos. Asi, el riego aumentò el grado alcohélico probable y final en algunos de 
ellos (Lissarrague, 1986; Bartolomé, 1993; Yuste, 1995; Garcia-Escudero et al, 1997), mientras 
que en otros no se vieron diferencias significativas (Cuevas,2011). El riego aumenta 
frecuentemente la acidez del mosto, mayormente debido al acido mélico (Yuste,1995). En 
cuanto al pH, también hay autores que observaron un incremento (Sipiora y Gutiérrez, 1995) y 
quienes observaron una disminucién (Lisarrague, 1986; Bartolomé, 1993; Yuste, 1995). 


EI aclareo de racimos puede ayudar al equilibrio de la producciòn de uva, ademés de 
mejorar su calidad, en afios con condiciones climàticas benignas, aumentando generalmente la 
concentracién de azUucares. El impacto del aclareo sobre la acidez total y el pH ha sido variable 
en diferentes estudios realizados, observandose reducciones de acidez (Fregoni y Corazzina, 
1984), aumentos de acidez (Carbonneau et al, 1977), ligeros aumentos de pH (Cargnello et al, 
1994) e importantes aumentos de pH (Garcia de Lujàn, 1992; Rubio, 2002). 
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2. Material y métodos 


La parcela experimental en la que se han realizado los ensayos se ubica en vifiedos de la D.O. 
Rueda, utilizando cepas de Verdejo sobre 110, R plantadas en 2006 y conducidas en espaldera 
con poda corta mediante cordén Royat bilateral. El disefio experimental consta de bloques al 
azar con cuatro repeticiones y parcela elemental de 27 cepas, con un marco de 2,60 m x 1,25 
m. El riego (R) se aplicò semanalmente al 25% y al 50% de la ETo, a partir de la parada de 
crecimiento vegetativo de pàmpanos principales, mientras que el aclareo (A) se aplicò 
cortando con tijera, al inicio del envero, un 33% de los racimos de cada cepa. Se dispuso de 
tratamiento testigo (T), sin aclarear ni regar. El estudio se Ilevò a cabo en las campafias 2012, 
2013 y 2014. 


Tabla 1. Tratamientos experimentales de Verdejo. 


| Codigo |SO-T | SO-A R25-T R25-A | RSO-T | RS0-A 
| Riego | No | No Si Si | Si | Si 
| Aclareo | No | Si No Si | No | Si 


La uva fue procesada en la E.T.S.II.AA. de Palencia (Universidad de Valladolid) siguiendo un 
diagrama de flujo de vinificacibn en blanco tradicional y dividiendo en dos cada lote de 
tratamiento para realizar las vinificaciones por duplicado. Se procesé la vendimia con una 
despalilladora de paletas y una estrujadora de rodillos de perfiles conjugados o estriados. A 
continuaciòn se realiz6 el prensado con una prensa de husillo. Se encubaron los tratamientos 
por separado en depòsitos de acero inoxidable y se realizaron los anàlisis ficico-quimicos del 
mosto: acidez total, pH, grado Brix, nitrégeno facilmente asimilable, indice de polifenoles 
totales (IPT), familias fendlicas y color. Se sulfitò el mosto a 50 mg/l de S02 total y se sometiò a 
desfangado estàtico por frio a 82C durante 24 horas. Después de realizar un trasiego, se 
sembré el mosto con levaduras neutras comerciales, utilizando la cepa de Saccharomyces 
cerevisiae LALVIN EC 1118 (Lallemand, Quebec. Canadà). Se controléò la temperatura y la 
densidad de cada depésito durante la fermentacién. Cuando las densidades se estabilizaron en 
torno a 0,990-0.995, se analizaron los azùcares reductores y cuando éstos dieron valores 
inferiores a 3 g/L se dieron por terminadas las fermentaciones. 


Se trasegò el vino y se afiadiò sulfuroso hasta Ilegar a 30 mg/L de SO2 libre. Posteriormente se 
estabilizaron los vinos por frio en camara de refrigeracién y una semana ms tarde se volvieron 
a trasegar y se corrigieron aquellos vinos por debajo de 30 mg/L de SO2 libre. Se analizaron los 
siguientes paràmetros en el vino final: acidez total, pH, acidez volatil, sulfuroso libre y total, 
extracto seco, azùcares reductores, grado alcohélico, IPT, familias fenélicas y color. Todos los 
analisis se realizaron por duplicado, utilizando los métodos oficiales de la OIV (2014). A partir 
de los datos de andlisis de mosto y vino, se procedié a la realizacién de un angdlisis de varianza 
(ANOVA). Se utilizé el test de Tukey para elaborar los diferentes conjuntos homogéneos. 
Adicionalmente, con los datos analiticos de vino se Ilevé a cabo un angdlisis de componentes 
principales (ACP) utilizando el programa estadiîstico IBM SPSS Statistics version 19. 


3. Resultados 


Las tres afiadas objeto de estudio presentaron unos comportamientos climàticos muy 
diferentes en cuanto a régimen hidrico, siendo el afio 2012 especialmente seco, el 2013 muy 
Iluvioso y presentando el 2014 un régimen pluviométrico intermedio entre los dos anteriores. 
Este hecho se reflejé en los datos analiticos observados en mostos y vinos, de manera que en 
algunos paràmetros el efecto afiada pudo superar al riego o al aclareo de racimos. 
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De los angdlisis estadisticos comparativos de los tres afios se puede observar que en el mosto el 
riego provoca un descenso del IPT y, en condiciones de sequia, conlleva un incremento del 
nitrégeno facilmente asimilable (NFA). 


Por lo que se refiere al vino, el aclareo conlleva incremento de pH y descenso de la acidez total 
en las tres aftadas estudiadas, asi como incremento del grado alcohélico en todas las 
condiciones, mientras que la incidencia del riego sobre este paràmetro depende del régimen 
pluviométrico anual. También en vino se observa descenso del IPT con el riego 
independientemente de las Iluvias caîdas. 


2012 
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EI andlisis de componentes principales del vino realizado con las tres afiadas muestra que el 
hecho de regar discrimina todos los afios, diferenciando a las muestras de secano de los 
distintos tratamientos de regadio. La influencia del aclareo se pone de manifiesto 
fundamentalmente el afio de mucha Iluvia, especialmente en el secano, traduciéndose en un 
incremento del grado alcohélico obtenido. En el afio 2012, caracterizado por la baja 
pluviometria, se observa un comportamiento opuesto de la madurez fenélica y la acidez total 
frente al pH y al grado alcohélico. Ese mismo afio se ha observado que cuanto menor ha sido la 
aportacién de agua de riego, mayores han sido el IPT y la acidez total, con méàs amarillo y 
mayor cromaticidad. Sin embargo, en 2013, afio particularmente Iluvioso, la madurez fenélica 
y el pH muestran un comportamiento opuesto al de la acidez total, igual que sucede en 2014 
(de régimen pluviométreico intermedio). En 2013 se observò también que el grado alcohélico 
parece estar menos relacionado con el pH y que el aclareo supuso incremento del grado 
alcohélico. 


EI andlisis de componentes principales del vino realizado con las tres afiadas muestra que el 
hecho de regar discrimina todos los afios, diferenciando a las muestras de secano de los 
distintos tratamientos de regadio. La influencia del aclareo se pone de manifiesto 
fundamentalmente el afio de mucha Iluvia, especialmente en el secano, traduciéndose en un 
incremento del grado alcohélico obtenido. En el afio 2012, caracterizado por la baja 
pluviometria, se observa un comportamiento opuesto de la madurez fenédlica y la acidez total 
frente al pH y al grado alcohélico. Ese mismo afio se ha observado que cuanto menor ha sido la 
aportacién de agua de riego, mayores han sido el IPT y la acidez total, con màs amarillo y 
mayor cromaticidad. Sin embargo, en 2013, afio particularmente Iluvioso, la madurez fendlica 
y el pH muestran un comportamiento opuesto al de la acidez total, igual que sucede en 2014 
(de régimen pluviométreico intermedio). En 2013 se observò también que el grado alcohélico 
parece estar menos relacionado con el pH y que el aclareo supuso incremento del grado 
alcohélico. 
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4. Conclusiones 


De los ensayos y observaciones realizados, se deduce que el mero hecho de regar afecta 
considerablemente a los paràmetros enolégicos estudiados, independientemente de la dosis 
de riego aplicada y del régimen pluviométrico de la afiada. Sin embargo, la influencia del 
aclareo en los paràmetros analiticos objeto de estudio està influenciada por el régimen 
pluviométrico de la campafia, siendo més notable los afios de menor cantidad de Iluvia. 


Por otro lado, el régimen de Iluvia modifica el comportamiento de la madurez fendlica 
respecto al pH y la acidez total, de manera que en afios con regimenes pluviométricos 
elevados y medios la madurez fenélica evoluciona paralelamente al pH y en afios secos lo hace 
paralelamente a la acidez total. 
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RESUMEN: 


La creacién de colecciones de plantas “in vivo” es una de las estrategias màs extendidas 
para la preservacién de los recursos fitogenéticos “ex situ”, ya que permite ademés de la 
caracterizacibn molecular, fenotipica y agronémica, el seguimiento evolutivo de los 
individuos en cuestiébn. Actualmente se han desarrollado diversas colecciones o 
germoplasmas de Vitis en todo el mundo que han generado una gran cantidad de datos. La 
utilizacién eficiente de esta informacién se canaliza en la creacibn de Bases de Datos 
ampelogràficas y/o de SSR o Microsatélites (técnica molecular màs ampliamente utilizada) 
de uso habitual para cientificos, expertos del sector y publico interesado. El Grupo de 
Investigacién en Tecnologia Enolégica (TECNENOL) està desarrollando una Base de Datos de 
SSR para Vitis, propia que en breve (2016) se presentarà para su utilizaciòn universal. 


Palabras clave: Base de Datos, Vitis vinifera, SSR o Microsatélites, variedades, identificacién 


1. Introducciòn 


La biodiversidad de Vitis vinifera L. se estima en unas 5000 variedades (This y 
col. 2006). Esta seria una de las estimaciones més fiables realizada a partir de datos 
procedentes del estudio directo del genoma, es decir, de la utilizaciébn de Marcadores 
Moleculares. La actual erosién genética de esta especie tiene diferentes origenes, pero 
el denominador comun de todos ellos, es el intento desmesurado por parte del 
hombre, de controlar la naturaleza y sacar el maximo provecho de ella. Esta actitud le 
ha conducido inexorablemente a alterar el equilibrio natural del ecosistema en este 
caso, viticola (introduccién de especies invasoras, como la filoxera; cambio en el 
encepamiento, como la introduccién de variedades francesas....), y este cambio, ha 
causado la acusada pérdida de diversidad de la vid (Schneider and Raimondi, 2014). Ante 
esta problematica y en estos ultimos tiempos, se ha reaccionado favoreciendo la 
recuperacién de variedades locales o minoritarias. Pero ademés, esta estrategia pasa 
por la caracterizacién y conservacién de las mismas en colecciones de plantas (“in 
vivo”). Tanto a nivel europeo como espafiol, podemos hablar de diversas colecciones 
de vides (Figura 1). Las colecciones ampelogràficas son la solucién méàs extendida 
mundialmente, ya que permiten estudiar al individuo, a nivel molecular (genoma), 
ampelogràfico, caracterizario agronémicamente, ver su adaptacién y su evoluciòn..., 
pero no debemos olvidar otras estrategias que aunque menos usadas, también tienen 
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su importancia, como puede ser la crioconservaciòn o la conservaciébn “in vitro” 
(Schneider and Raimondi, 2014). 


INRA-ENSA. Montpellier, France 
IMIA. El Encin. Espafia 
JISV, Conegliano. Italie 


ÎI.R. Geilweilerhof. Allemagne 
|. V. Pleven. Bulgarie. 
|EVEX Rancho de la Merced. Espafia 
| Adi San Michele all'Adige. Italie. 
IDSZBKI, Pecs, Hongrie. 
IVI of Athens. Lycovissi. Grèce. 
|EVN. Dois Portos. Portugal. 
HBLAU BA Klosterneuburg. Austriche 


Figura 1: Relacién de colecciones “in vivo” de vides europeas y espafiolas (Félix Cabello Sàenz de Santamaria: Recursos 
fitogenéticos para la alimentaciòn y la agricultura. Santander.(2008)) 


Para optimizar y canalizar toda la informacién generada a partir del uso de 
estas estrategias de conservaciòn, se han creado diferentes Bases de Datos, de las 
cuales la màs importante es el VIVC (Vitis International Variety Catalogue) (Maul, 
2015). Se trata de una Base de Datos que en sus inicios era ampelogràfica (con méàs de 
19.000 accesiones) y que, hace unos pocos afios se ha incorporado en paralelo una 
Base de Datos Molecular (que actualmente està en construccién y que pretende 
incorporar méàs de 1500 perfiles genémicos basados en la técnica de los SSR (Simple 
Secuence Repeats) o Microsatélites). En esta Base de Datos participan 130 
instituciones de 45 paises. A parte de ella, existen actualmente otras Bases de Datos 
menores (Ampelogràficas y/o de SSR), que visualizan informacién sobre variedades 
locales, por lo tanto, més especificas de una zona en concreto (Figura 2). 


Vitis rnternatcesi variety Catalogue (VINC) 


TR Geilwellerief © 2007 


Important links 
Castilla-La Mancha Vitis Database 
Croatian Vitis Database 
Czech Republic Vitis Database 
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Portuguese Vitis Database 
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Grape Microsatellite Collection - FEM 
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Figura 2: Pàgina principal de la Base de Datos VIVC. Relacién de otras Bases de Datos mundiales (“Important Links” (VIVC)). 
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Nuestro objetivo es generar una Base de Datos de perfiles genémicos 
obtenidos mediante la técnica màs utilizada actualmente para caracterizar el género 
Vitis, se trata de los SSR o Microsatélites. Esta Base de Datos estaria especializada en 
variedades procedentes de las Islas Baleares, de las Islas Canarias, de Catalufia y de 
Italia. 


2. Material y métodos 


Se han analizado 1022 accesiones del género Vitis (variedades de vinifera, variedades e 
hibridos de especies americanas (patrones de vid e Hibridos Productores Directos) y 
variedades asiàticas) procedentes de 24 paîses. Se recogieron hojas o sarmientos y se 
almacenaron inmediatamente a -202C. Se extrajo el ADN de acuerdo con uno de los dos 
métodos propios del Grupo de Investigaciébn TECNENOL (Marsal y col. 2011 y 2013). Estos 
individuos se genotiparon con 20 marcadores SSR o Microsatélites. Las amplificaciones de 
microsatélites se realizaron por medio del andlisis de la reaccién en cadena de la polimerasa 
(PCR). Los productos de amplificacibn se separaron por electroforesis capilar mediante un 
secuenciador ABI PRISM 3730® Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los 
fragmentos amplificados fueron medidos mediante Pick Scanner software (Applied 
Biosystems, Nueva Jersey, EEUU). Cada cultivar se analizé dos veces para evitar posibles 
errores. 


3. Resultados 


A partir de màs de un millar de entradas o accesiones pertenecientes tanto a vides 
europeas, americanas y asiàticas procedentes de 24 paîses (Figura 3), se han generado unos 
700 perfiles genémicos. 

M Espafia 

m Portugal 

m Francia 

mitalia 

mi Austria 

m Alemania 

mi Suiza 

Mi Macedonia 

® Bulgaria 

3 Hungria 

m Croacia 

mM Bosnia-Herzegovina 
Mi Servia-Montenegro 
m Eslovenia 

® Chipre 

Mi Turquia 

M Egipto 


M Armenia 


M Grecia 

m Estados Unidos 
© Argentina 

M Georgia 

® Sudòfrica 

© Japòn 


Figura 3: Accesiones agrupadas por paises de la Base de Datos de TECNENOL (URV). 
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La principal contribuciòbn a esta Base de Datos corresponde a Espafia con un 75% 
aproximadamente de las accesiones, seguida de Italia con casi un 8% de las entradas. Por 
Comunidades Autbnomas (CCAA), serian las Islas Canarias las que han aportado més entradas 
(un 56% aproximadamente), seguida de Catalufia (con 22% aproximadamente), y de las Islas 
Baleares (con un 15%). El 7% restante procede del resto de CCAA (Figura 4). 


Resto de CCAA 


m Archipielazo Canario 
= Cataluîia 

® Archipiélazo Balear 
m Otras CCAA 


Figura 4: entradas agrupadas por CCAA espafiolas de la Base de Datos de TECNENOL (URV). 


Esta Base de Datos se presentarà a la comunidad cientifica y al sector vitivinicola el 
préximo afio 2016. Ademéàs se confeccionarà una pàgina web adaptada a las necesidades de 
consulta de sus perfiles genémicos y que contendrà informacién adicional de interés general, 
esta se estrenarà el mismo dia de la presentaciòn de la Base de Datos. 


5. Bibliografia 


1. Marsal, G., Baiges, |., Canals, J.M., Zamora, F., Fort F. (2011). A Fast, Efficient Method for Extracting 
DNA from Leaves, Stems, and Seeds of Vitis vinifera L. Am. J. Enol. Vitic., 62, 376-381 (2011) 

2. Marsal, G., Boronat, N., Canals, J.M., Zamora, F., Fort F. (2013). Comparison of the Efficiency of some 
of the most usual DNA Extraction Methods for Woody Plants in different tissues of Vitis vinifera L. J. 
Int. Sci. Vigne Vin, 47, 227-237 

3. Maul, E., Tòpfer, R., Eibach, R. (2015). VIVC: Vitis International Variety Catalogue. 
http://www.vivc.de/ 

4. Schneider, A. and Raimondi S. (2014). Preservation and characterization of Vitis vinifera cultivated 
germplasm. In: Exploitation of autochthonous and more common vine varieties. Genetic pedigree 
and phenotyping, tolerance and stress, diseases to control, rootstocks. 2nd International 
Symposium: OENOVITI INTERNATIONAL network, 3 - 5 November 2014 —- Geisenheim (DEU) 

5. This, P., Lacombe, T., Thomas MR. (2006). Historical origins and genetic diversity of wine grapes. 
TRENDS in Genetics 22 (9), 511-519 


6. Agradecimientos 


Esta Base de Datos ha contado con financiacién procedente de Bodegas Sumarroca S.L. 
(proyecto CDTI) y los Cabildos de Lanzarote y La Gomera (aportaciones procedentes de la UE y 
propias). Nuestro méàs sincero agradecimiento a los Consejos Reguladores de los Vinos de 
Lanzarote, de La Gomera, a Bodegas Vifiatigo, al Instituto de Investigaciòn y Formaciòn Agraria 
y Pesquera” (IRFAP) de Mallorca, Vinyes Binitord de Menorca S.L., a Bodegas Albet i Noya S.L. 
(DO Penedés), Celler Frisach (DO Terra Alta) y a todos los particulares, alumnos, amigos y 
conocidos que han aportado material vegetal. 


39 


V07 - BODEGAS ALBET | NOYA: UNA APUESTA POR LA 
RECUPERACION DE VARIEDADES CATALANAS ANTIGUAS 


J. Sabaté, JM. Albet, G. Marsal, N. Boronat, L. G6mez, JM. Canals, F. Zamora, F.Fort 
Universidad Rovira i Virgili, Departamento de Bioquimica i Biotecnologia, Facultad de Enologia 
de Tarragona, Campus Sescelades, C/ Marcel.li Domingo n21, 43007 Tarragona, Espafia. 
mariafrancesca.fort@urv.cat 


RESUMEN: 


La recuperaciòn de variedades locales, autéctonas o minoritarias es una de las prioridades 
de la viticultura actual como recurso para ampliar la oferta del mercado del vino y como 
estrategia para mantener la biodiversidad de Vitis vinifera. En este sentido las Bodegas 
Albet i Noya (DO Penedés) actualmente estàn conservando en su coleccién de vides, 
ejemplares recuperados de vifiedos viejos y de bosques, ademas de apostar por la 
conservaciòn y estudio de Hibridos Productores Directos. Once de estos individuos han sido 
analizados mediante la técnica de los SSR (Simple Sequence Repeats). De todos ellos se han 
identificado 8 perfiles genémicos, siendo las accesiones Maria Rion, Peu de rata / Bellesa y 
Garrut, desconocidas hasta este momento. 


Palabras clave: Vitis vinifera, SSR o Microsatélites, Albet i Noya, variedades, identificaciòn 


1. Introducciòn 


Desde tiempos inmemoriales el hombre ha actuado como seleccionador de la vid. Esta 
estrategia le ha servido para preservar los ejemplares que él valoraba, y asi, los ha ido 
domesticando. Este hombre némada y después sedentario, siempre actuaba de manera 
sostenible con la naturaleza (Forni, 2012). Actualmente el hombre actùa de manera muy 
discutible. Amenudo rompe los equilibrios propios de la especie agredida. En el caso de la vid 
cultivada, se ha Ilegado al extremo de vinificar el 99% de los vinos comerciales del mundo, con 
solamente unas 50 variedades (Bouquet, 2014). Dado que la Biodiversidad de esta especie se 
calcula en unos 5000 ejemplares, la erosién genética actual es més que un hecho plausible 
(This y col. 2006). Impactos ecolégicos como, las especies invasoras (mildiu, oidio o la filoxera 
...), la introduccién de variedades extranjeras, las modas y tendencias, la legislacién Europea 
(PAC (Politica Agricola Comun de la Unién Europea)), las politicas restrictivas de las DOP 
(Denominaciones de Origen Protegidas) y el Cambio Climatico, agravan cada vez més esta 
situacién (Schneider and Raimondi, 2014). 


Desde hace unos afios el sector ha comenzado a reaccionar ante este hecho. 
Actualmente la recuperacién de variedades minoritarias, autéctonas e incluso asilvestradas es 
una pràctica comun entre viticultores y bodegueros. En este sentido la mentalidad abierta e 
innovadora de las nuevas generaciones, queda patente en la creacién de grandes y pequefias 
colecciones de plantas de Vitis que hay en la comarca del Penedès. Hablamos de la coleccién 
"La Vifia del Mundo", la de la Escuela Mercé Rossell y Domènech - Escuela Espiells, y tal vez 
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con no tantos ejemplares, la recopilacibn de variedades que ha hecho las Bodegas Albet i 
Noya. En este sentido, presentamos un estudio de caracterizacibn molecular de 11 entradas. 
Estas han sido recogidas desde el Penedés al Pirineo a partir de varios criterios, pero con el fin 
siempre innovador, de cubrir desde las problematicas referentes a enfermedades de la vid, 
hasta el conocimiento de las aptitudes agronémicas de ejemplares asilvestrados o de vides 
prefiloxéricas. 


2. Material y métodos 


Se analizaron 11 accesiones de Vitis vinifera L. procedentes del germoplasma de la 
empresa Bodegues Albet i Noya S.L., ubicada en la D.O. Penedés. Se recogieron hojas en 
primavera y se almacenaron inmediatamente a -202C. Se extrajo el ADN de acuerdo con un 
método propio del Grupo de Investigacién TECNENOL (Marsal y col. 2013). Esta muestra se 
genotipé con 20 marcadores SSR o Microsatélites, que han sido seleccionados por su calidad y 
polimorfismo de acuerdo con estudios previos: VVS2, VVS3, VVS29, VVMD5, VVMD6E, VVMD7; 
VVMD27, VVMD28, VVMD36, VrZAG21, VrZAG47, VrZAG62, VrZAG64, VrZAG79, VrZAG83, 
scuO06vv, VvUCH11, VvUCH12, VvUCH19, VChr19a. 


Las amplificaciones de microsatélites se realizaron por medio del andlisis de la reaccién 
en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR se Ilevé a cabo con 50 ng de ADN y 1 uM de cada 
cebador, utilizando el kit de ADN polimerasa AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA). 


Los productos de amplificacién se separaron por electroforesis capilar mediante un 
secuenciador ABI PRISM 3730® Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los 
fragmentos amplificados fueron medidos mediante Pick Scanner software (Applied 
Biosystems, Nueva Jersey, EEUU). Cada cultivar se analizé dos veces para evitar posibles 
errores. 


Para el analisis de sinonimias y la confeccién del gràfico de Coordenadas Principales se 
utilizò el programa GenAlEx 6.5. 


3. Resultados 


Se comprobaron los perfiles genémicos de las 11 accesiones analizadas, con diferentes 
Bases de Datos: TECNENOL (Grupo de Investigacibn en Tecnologia Enolégica. Universidad 
Rovira i Virgili), VIVC (Vitis International Variety Catalogue), ETSIA-UPM “Spanish Vitis 
Microsatellite Database”, y como resultados se obtuvieron los Nombres Principales que se 
presentan en la Tabla 1. 


Se han confirmado 6 entradas: Chancellor, Chambourcin, Vidal blanc, Arinarnoa, 
Graciano y el accesién Belat. Las cuatro primeras corresponden a ejemplares de Hibridos 
Productores Directos, todos ellos de origen francés. La quinta corresponde al viduefio riojano- 
navarrés Graciano y la Ultima entrada corresponde a la variedad Belat, recientemente 
recuperada por las Bodegas Albet i Noya y que ya consta en el VIVC. Se han identificado 2 
accesiones, la entrada correspondiente a Pirineo 1 como la variedad francesa Canari noir y la 
entrada denominada Peu de rata / Bellesa (Cédigo 10 AN) ha resultado ser el cultivar 
centroeuropeo Chasselas blanc. Los 3 individuos restantes corresponden a perfiles genémicos 
sin identificar, estos son Marina Rion, Peu de rata / Bellesa (Cédigo 8 AN) y Garrut, todas ellas 
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recuperadas por el Sr. Josep Maria Albet y de las que no se ha podido establecer una 
correspondencia con ningun perfil genémico hasta el momento. 


Tabla 1: Relacién de Nombres Principales (identificaciòn) obtenidos después del andlisis con SSR 


C6digo | Nombre de Entrada 
1AN Chancellor Chancellor France Hibrido Productor Directo (SEIBEL 5163 X SEIBEL 880) 
3AN Chambourcin Chambourcin France Hibrido Productor Directo (SEYVE VILLARD 12-417 X SEIBEL 7053) 
4AN Vidal Blanc Vidal blanc France Hibrido Productor Directo (TREBBIANO TOSCANO X SEIBEL 4986 ) 
11AN Arinarnou 
10 AN |Peu De Rata / Bellesa 
7AN Pirineu1 
2AN Belat 
5 AN Marina Rion Unknown 25 Desconocida 
6AN Graciano Graciano 
8AN | Peu De Rata/Bellesa Unknown 3S Desconocida 
9AN Garrut Desconocida 


La Figura 1 corresponde a la representacién de Coordenadas Principales de esta 
poblacibn de 11 individuos procedente de las Bodegas Albet i Noya (de color verde), junto con 
la poblacién de accesiones procedente de la Base de Datos de TECNENOL que consta de un 
millar de entradas (de color rojo). En ella se puede observar como pràcticamente toda la 
poblacién estudiada se ubica en el cuadrante superior derecho, donde se hallan la mayoriîa de 
variedades que corresponderian a la Prole Occidentalis de Negrul (1946). 


Principal Coordinates (PCoA) 


01 


Coord, 2 


m2 


Coord. 1 


Figura 1: Ubicaciòn de las muestras procedentes de Bodegas Albet i Noya, en el Banco de Datos de TECNENOL (Representaciòn de 
Coordenadas Principales) 


La excepcién seria la muestra desconocida 4S que corresponde a la entrada 
denominada Garrut, que se ubica en la parte superior del cuadrante inferior derecho, junto 
con muchas variedades Insulares procedentes de Baleares y Canarias. Este cuadrante se 
caracteriza por albergar la mayoria de variedades de la familia de los Muscat, descritas por 
Negrul (1946) como pertenecientes a la Prole Orientalis (Figura 2). 


42 


* Vinate + Huevo Gallo (Clon:El Hierro) 


+ 922 
+ Muscatftarro fanger 
+ 936 


+ Unknown 19 
impal 


+ Argamussa 
+ Ja 
+ Excursach 
+ Giro Ros / Ecotype + Verijadiego Negro (Desconeguda per nosaltres) 


+ Torrontes Sanjuanino 


don + Unknown 15 E Unk àe 
inknown 


+ CalletCas Concos 
+ 907# Barbarossa 
+ Afus Ali / Ecotype 
+ Pedro Ximénez/Torrontés * / Ecotipo * semillon 
+ CalletCas Concos / Ecotype 


+ Trousseau noir 
+ Listan Prieto / Ecotipo 


gna Ma AEAlet Cas Concos + Listan Prieto / Ecotipo 


+ Sabgte.mjanika Crna 


Figura 2: Ampliacién de la zona donde se ubica la muestra 4S (en verde) en el cuadrante inferior derecho. 


4. Conclusiones 


1. Se han podido caracterizar 8 de las 11 accesiones 

2. La entrada procedente del Pirineo resultò ser la variedad francesa Canari noir 
Hay dos entradas con el mismo nombre que han resultado ser diferentes, una 
corresponde a la variedad Chasselas blanc y la otra (Desconocida 3S) no se ha podido 
identificar hasta ahora 

4. A parte de la accesién Desconocida 3S, los individuos entrados con los nombres 
Marina Rion y Garrut, también son desconocidas hasta este momento 

5. Solamente la muestra “Desconocida 4S” tiene un origen oriental, las demàs se ubican 
con la mayoria de entradas europeas 
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RESUMEN: 


TECNENOL posee dos metodologias para la obtencién de ADN en éptimas condiciones 
disefiado para vides (Vitis vinifera L.). La gran rapidez (largo: 2h30'; corto: 1h30°), 
comodidad (todo el procesado en tubos Eppendorf), polivalencia (hoja, sarmiento, semilla, 
fruto) y bajo coste las convierte en protocolos muy interesantes para ser aplicados a otros 
tipos de muestras vegetales. 

El objetivo de este estudio es demostrar su utilidad, eficacia y universalidad. 


Palabras clave: ADN, Extracciòn, Purificacién, Plantas, Vegetales 


1. Introducciòn 


EI Grupo de Investigacién en Tecnologia Enolégica (TECNENOL), en una de sus lineas de 
investigacibn dispone de dos métodos de extraccién de ADN que, sin lugar a dudas, ofrecen a 
la comunidad cientifica claras ventajas respecto al resto protocolos tanto convencionales como 
comerciales (rapidez, comodidad y precio). 


En la propuesta més polivalente encontramos el primer protocolo disefiado: Marsal y 
col. (2011). Este protocolo ofrece poder extraer ADN puro y casi intacto en unas 2h 30 minutos 
(temporizacién del mismo orden que un "kit" comercial pero en este caso sélo extrae a partir 
de tejido foliar). La polivalencia le viene atribuida porque puede obtener ADN tanto de 
muestras de hoja joven como adulta, tanto de sarmiento (madera) como de semilla. La 
propuesta de método de extracciòn y purificacibn més rapida tiene una duracién de 1h 30 
minutos, pero queda restringida al tejido foliar, tanto joven como adulto (Marsal y col. 2013). 
Esta es una reduccién del anterior método, donde el rendimiento y la pureza del ADN extraido 
no son significativamente inferiores (Figura 1). 


Ambos presentan la ventaja de trabajar, en todo momento, con pequefios volùmenes 
de muestra, lo que hace que todo el protocolo se ejecute utilizando tubos Eppendorf. Esta 
reduccién de volumen de muestra, aparte de hacer més dgil la metodologia, Ileva implicita una 
reduccibn de volùmenes de los reactivos y soluciones utilizados, que junto con la ausencia de 
la digestiétn con ARNasa, hace que ambos protocolos resulten verdaderamente econémicos. 
Respecto a los métodos que comparamos, el ahorro en euros va de 2 a 8 veces (Figura 2). 
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Figura 1: Fragmento de la Tabla publicada en Marsal y col. (2013): Table 2 - Comparison of results obtained by the different 
methods studied. Se resalta en rojo el método Marsal y col. (2011) y su modificacién publicada en 2013. Ambas publicaciones se 
centran en la especie Vitis vinifera L., de hecho, se disefiaron estos protocolos para esta especie. 
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Figura 2: Tabla publicada en Marsal y col. (2013), en donde se compara el coste (€) (color rojo) y el tiempo estimado de duracién 
del proceso (color verde) para diferentes metodologias (comerciales o no) de extraccién y purificacién de ADN disefiadas a partir 
de Vitis vinifera L. 


EI objetivo de este estudio es comprobar que ambos protocolos funcionan con las 
mismas ventajas cuando se utilizan otras familias del reino vegetal, demostrando de esta 
manera la versatilidad de ambas metodologias. 


2. Material y métodos 


Para la universalizacién de las metodologias disefiadas por TECNENOL (Marsal y col. 
2011 y Marsal y col. 2013) usadas exclusivamente en muestras del género Vitis, se ha probado 
la extraccién y purificacibn de ADN de 30 individuos pertenecientes a otras familias vegetales. 
EI material de partida correspondia a hojas jévenes, hojas adultas, madera (brotes lignificados) 
y fruto procesado (comercial). 
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Figura 3: Diagramas de flujo de los métodos de extraccién de ADN disefiados para Vitis vinifera L., por TECNENOL. A la izquierda el 
protocolo Marsal y col. 2011, de 2h 30’ de duracién que actualmente utiliza siempre un 2% de PVP, y a la derecha el protocolo màs 
corto (Marsal y col. 2013). 


3. Resultados 


En principio para hojas jévenes y adultas se ha utilizado el protocolo Marsal y col. 
(2013) (Tabla 1). En caso de que en hojas adultas no se alcanzasen los indices de pureza 
deseados o bien, el ADN obtenido no reuniese las condiciones de integridad requeridos, se 
utilizé el protocolo Marsal y col. (2011) con la inclusién del PVP (que ya se usa siempre por 
defecto) (Tabla 1). Para muestras de madera (material lignificado) y otro tipo de material 
comercial, se ha usado el protocolo Marsal y col. (2011). En el caso de que el resultado 
obtenido no fuera satisfactorio, se ha afiadido un lavado adicional de cloroformo. 


En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos para las diferentes especies usadas 
segun el rendimiento (ng/ul) y los indices A2g0/A2g0 Y Az60/A230 que nos daràn una idea de la 
efectividad y de la pureza de los protocolos testados. Las muestras entre L12 y L35 (ambas 
incluidas) corresponden a ejemplares foliares, ytal como hemos comentado anteriormente, se 
procesaron con el protocolo de Marsal y col. (2013). En cambio, para las muestras 
comprendidas entre la L1 hasta la L10, se ha utilizado el método de Marsal y col. (2011), ya 
que presumiblemente serian muestras complicadas por estar procesadas o ser tejidos dificiles 
(recalcitrantes). Por otro lado, las muestras con cédigo ”R”, son repeticiones correspondientes 
a las muestras “L”, se trata de tejido foliar que no han alcanzado los indices de pureza 
requeridos en primera estancia con Marsal y col. (2013) (marcadas en la Tabla 1 con un color 
grisàceo). Las vitàceas L1 y L27 se incluyeron en el estudio como ejemplares de referencia. 


Los resultados son satisfactorios para la mayoria de las especies, siendo los valores 
6ptimos de extraccién para A2go/A2g0 y para Azgo/A230 proximos a 2. Las especies en los que el 
protocolo no consiguiò estos valores, estàn marcados en color gris en las columnas A.60/A2g0 Y 
A260/A230, En la Figura 4 se presentan los resultados de la electroforesis para comprobar la 
integridad del ADN obtenido por ambos protocolos. 


46 


Tabla 1: Relacién de indices de pureza y rendimiento obtenido para las 30 muestras objeto de estudio y las vitàceas utilizadas 


como patròn de referencia. 


Cédigo de Muestra Género Variedad Nombre comun Tipo de muestra Protocolo ng/pl A260/280 | A260/230 
L1 Vitis Vinifera Moscatel de Alejandria Viîia Sarmiento Marsal y col. 2011 262,86 2,09 1,97 
L4 Solanum lycopersicum * Tomate Fruto Supermercado Marsal y col. 2011 62,04 1,95 1,64 
L5 Olea europaea * Aceitunas Fruto Procesado Marsal y col. 2011 71,84 1,62 0,17 
L6 Zea mays * Corn flakes' Fruto Procesado Marsal y col. 2011 18,82 zi 0,14 
L7 Eruca vesicaria * Ricula Hoja Supermercado  Marsal y col. 2011 971,24 Di 2,01 
L8 Lactuca # Iceberg Hoja Supermercado Marsal y col. 2011 261,84 2,07 2,10 
L9 Phaseolus vulgaris * Judia Verde Hoja Supermercado  Marsal y col. 2011 319,74 2,08 1,95 
L10 Phynus/Musa * Platano desecado Fruto Procesado Marsal y col. 2011 230,33 2,03 0,66 
L12 Juglans regia Gales Nogal Hoja Marsal y col. 2013 1651,07 2,08 2,20 
L13 Mentha spicata n Hierba Buena Hoja Marsal y col. 2013 393,50 1,63 1,15 
L14 Cydonia oblonga Wranja Membrillo Hoja Marsal y col. 2013 1451,92 2,08 2,10 
L15 Ficus carica Breva Higuera Hoja Marsal y col. 2013 131,24 1,45 0,85 
L16 Malus domestica Verde Doncella Manzano Hoja Marsal y col. 2013 411,68 2,03 2,13 
L17 Pyrus communis Ercolini Peral Hoja Marsal y col. 2013 53,70 1,56 0,92 
L18 Malus domestica Golden Delicius Manzano Hoja Marsal y col. 2013 # 219,47 1,71 1,00 
L19 Olea europaea Manzanilla Real Olivo Hoja Marsal y col. 2013 68,44 1,36 0,55 
L20 Eriobotrya japbnica Japòn Nispero Hoja Marsa] y col. 2013 372,51 2,02 1,68 
L21 Magnolia gallisonensis Magnolia Hoja Marsal y col. 2013 415,95 2,54 0,84 
L22 Quercus robur * Roble Hoja Marsal y col. 2013 262,20 1,82 0,75 
1:23 Acacia comun a Acacia Hoja Marsal y col. 2013 708,73 1,94 1,74 
L24 Eucaliptus gumi * Eucalipto Hoja Marsal y col. 2013 1624,93 2,09 2,24 
L25 Corylus * Avellano Hoja Marsal y col. 2013 1861,69 2,04 2,18 
L26 Prunus armeniaca Moniqui Albaricoquero Hoja Marsal y col. 2013 811,74 1,88 1,86 
L28 Prunus arium Burlat Cerezo Hoja Marsal y col. 2013 706,77 2,11 1,99 
L27 Vitis vinifera + Viîa Hoja Marsa. Ni col. 2013 243,68 2,01 1,52 
L29 Prunus dulcis Marcona Almendro Hoja Marsa] y col. 2013 702,43 2,05 2,09 
L30 Prunus dulcis Vairo Almendro Hoja Marsa] y col. 2013 691,58 2,07 1,95 
L31 Allium sativum Ajera Hoja Marsal y col. 2013 376,03 1,68 1,02 
L32 Rosa * Rosal Hoja Marsal y col. 2013 579,44 1,90 1,73 
L33 Solanum lycopersicum x Tomatera Hoja Marsal y col. 2013 1829,68 2,09 2,13 
L34 Solanum tuberosum * Patata Hoja Marsal y col. 2013 4566,78 1,88 1,97 
L35 Citrus limon * Limonero Hoja Marsal y col. 2013 2329,18 1,51 1,33 
R13 Mentha spicata * Hierba Buena Hoja Marsal y col. 2011 558,51 2,08 1,64 
R15 Ficus carica * Higuera Hoja Marsal y col. 2011 413,15 1,74 1,12 
R17 Pyrus communis Ercolini Peral Hoja Marsal y col. 2011 74,89 177: 2,13 
R19 Olea europaea Manzanilla Real Oliva Hoja Marsal y col. 2011 353,24 2,04 2,21 
R18 Malus domestica Golden Delicius Manzano Hoja Marsal y col. 2011 É 652,11 2,06 217. 
R21 Magnolia gallisonensis » Magnolia Hoja Marsal y col. 2011 663,10 1,96 1,87 
R22 Quercus robur * Roble Hoja Marsal y col. 2011 2012,28 2,03 2,23 


* No se dispone de esos datos. 


Figura 4: Gel de electroforesis donde se presenta la integridad del ADN extraido (solamente para algunas muestras). 


4. Conclusiones 


6. Ambos protocolos funcionan para todas las muestras objeto de estudio (universalidad) 
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RESUMEN: 

Este trabajo analiza el efecto del estado hidrico sobre las concentraciones de 
terpenos y los aminoàcidos precursores de aromas de fermentacién de uvas cv. Dofia Blanca 
en el momento de la vendimia. El estudio se ha realizado durante las campafias 2012-2014 
en Badajoz. Los manejos de riego aplicados han sido secano (S), riego deficitario en pre- 
envero y pos-envero (RDpre y RDpos) y riego no limitante durante todo el ciclo (Rméàx). Los 
resultados muestran que la variedad Dofia Blanca presenta en estas condiciones 
edafoclimatolégicas bajos contenidos en terpenos. En los valores medios trianuales, el riego 
provocò aumentos de terpenos y NFA, que fueron significativos en Rc, y no afectò de forma 
significativa al conjunto global de aminoàcidos. De manera individualizada, ùnicamente se 
observaron cambios significativos en Phe, Tyr, Ile, Asp, y Met, pero de diferente tendencia 
en funcién del aminoàcido considerado. Se puede concluir que la aplicacién de riego en esta 
variedad cultivada en espaldera en climas semiàridos, puede ser una buena técnica de 
cultivo, puesto que produce mejoras en la calidad del fruto reflejados en una bajada del pH 
y mayor calidad aromatica del mosto. 


Palabras clave: Nitrégeno, aroma varietal, precursor aromatico, 


1. Introducciòn 


El aroma de un vino no sometido a procesos de crianza està constituido por el aroma 
varietal, integrado por compuestos que proceden directamente de la variedad, y por los 
aromas que se forman durante la fermentacién alcohélica. Este ùltimo grupo de aromas, 
integrado fundamentalmente por alcoholes y ésteres y en menor medida por otros 
compuestos, es especialmente importante en los vinos procedentes de variedades neutras, en 
las que los aromas primarios apenas son perceptibles. Los niveles de Nitrégeno Facilmente 
Asimilable por las levaduras (NFA), constituido por todos los aminoàcidos existentes excepto la 
prolina (Pro), se han relacionado una buena cantidad de ésteres, responsables del aroma 
afrutado de los vinos. En concreto, los aminoacidos Tirosina (Tyr), Valina (Val), Leucina (Leu), 
Isoleucina (Ile), Fenilalanina (Phe) Treonina (Thr) y Aspartico (Asp) son en cierta medida los 
precursores de algunas de las propiedades organolépticas del vino al transformarse en 
alcoholes, aldehidos, ésteres, àacidos diceténicos, etc. Se ha demostrado que esos tres ùltimos 
(Thr, Phe y Asp) modelan 8 de los 16 compuestos més importantes del aroma siendo Thr el de 
mayor influencia [1]. Por otra parte el contenido en metionina (Met) también puede repercutir 
en el aroma de los vinos. Junto con las técnicas de cultivo, la variedad tiene un importante 
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efecto tanto en la cantidad como en la distribucién de aminoàcidos y terpenos. La cantidad de 
aminofcidos y sustancias volàtiles presentes en la uva puede ser afectada por el estado hidrico 
de la cepa habiéndose demostrado que tanto la cantidad total como el perfil aminoacidico y 
terpénico de las diferentes variedades responden de diferente manera ante los distintos 
estados hidricos [2, 3]. 


Este trabajo tiene por objeto evaluar la incidencia del estado hidrico en las 
concentraciones de terpenos y los aminoàcidos precursores de los aromas fermentativos. 


2. Material y métodos 


EI estudio se ha Ilevado a cabo durante las campafias 2012, 2013 y 2014 en una 
parcela comercial de Vitis vinifera, L. cv. Cigùente (sinénimo Dofia Blanca). La descripciòn 
detallada del vifiedo queda reflejada en en Uriarte et al. [4]. Las variables climàticas se 
midieron en una estaciòn agrometeorolégicas automaticas ubicadas en el vifiedo. La 
evapotranspiracién del cultivo (ETc) se estimé como producto de ETo y del coeficiente de 
cultivo (Kc) [5]. El riego se aplicéò por goteo con 1-2 emisores auto-compensados por cepa. Los 
tratamientos de riego impuestos han sido: 1) Secano, 2) Déficit pre-envero (DPre), regado al 
25% ETc hasta envero y al 75% ETc después del mismo hasta post-vendimia, 3) Déficit post- 
envero (DPost), regado al 75% ETc hasta envero y al 25% ETc después del mismo hasta post- 
vendimia, 4) Riego Maximo (RMàx), regado al 100% ETc durante todo el ciclo de cultivo. El 
estado hidrico de las plantas se evaluò mediante la medida del potencial hfdrico de tallo (WS) 
con camara de presiòn. Las mediciones se realizaron a mediodîa (11:30 a 12:30 horas solares) 
a intervalos semanales o bisemanales entre Mayo y Octubre. A partir del envero se efectuò el 
seguimiento de sélidos solubles totales (SST, 2Brix) de las uvas refractométricamente. En cada 
afio, la vendimia de los distintos tratamientos se efectuòé en diferentes fechas con la finalidad 
de que todas las bayas presentaran un contenido en SST similar. EI perfil aminoacidico y 
terpénico de las bayas vendimiadas se evalué individualizadamente para los diferentes bloques 
de cada tratamiento segun Vilanova et al. [6]. 


3. Resultados 


En la Tabla 1 aparecen los valores medios trianuales de la cantidad de agua aplicada en 
los diferentes tratamientos de riego y el efecto del estado hidrico de las cepas en la 
producciòn, peso, SST (2Brix) y pH, observàndose el esperado aumento de peso de baya, junto 
con la disminucién de SST y pH debido a la aplicacién del riego. Los volùmenes de riego medios 
aplicados en el conjunto de los afios fueron 358, 186 y 181 mm para el RMàx, DPre y Dpost 
respectivamente. Esto representò ahorros de agua del 48 y 49% en el DPre y Dpost (Tabla 1). El 
secano recibié un riego de supervivencia tras la vendimia de 2013 con el fin de no deteriorar 
las cepas, dado el elevado estrés alcanzado en ese afio. Los valores de peso de baya 
produccién y como consecuencia la EUA (Eficiencia en el Uso del Agua) corroboran la 
importancia del periodo pre-envero en lo que se refiere a términos de producciòn. 

En lo que respecta al contenido en aromas varietales (sumatorio de terpenos) 
mostrado en la Figura 18 y en concordancia con [7], la aplicaciébn del riego aumentò el 
contenido de estos compuestos debido probablemente a que el mayor àrea foliar de las cepas 
regadas (datos no mostrados) evitò la mayor degradacién de estas sustancias observada en las 
cepas de secano. Asimismo, en esta figura también se aprecia que el riego aumentò el 
contenido de NFA de DePre, DePost y Rméàx. Anteriores investigaciones de nuestro grupo de 
investigacibn han demostrado que los aminoàcidos mayoritarios en este variedad son arginina 
(Arg) uno de los principales contribuyentes al NFA, y prolina (Pro) observandose aumentos del 
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primero y disminuciones del segundo en los tratamientos regados [2]. AI final del periodo de 
maduracién se produce una transformacién de Arg en Pro, por lo que el resultado obtenido 
podria estar directamente relacionado con el retraso en la maduracién observado en esos 
tratamientos. Analizados de manera individualizada, (Figura 1b), la aplicacibn de agua, 
unicamente provocé descensos significativos en Phe, Ile, y no tuvo efectos en los valores de 
Thr, aminoàcido mayoritario de entre los considerados precursores aromàticos. El descenso de 
Met, al ser precursor del metionol, y ser este un compuesto que aporta aromas desagradables 
a los vinos, puede ser beneficioso para la calidad aromética del vino. Considerados los 
tratamientos de riego de modo conjunto, el aporte hidrico no afecté al valor de la suma global 
de aminoàcidos precursores aromàticos. De modo general, los resultados de este trabajo estàn 
en linea con los hallados por [8]. Estos autores, tampoco hallaron grandes diferencias debidas 
a la aplicacién del riego en el cv. Verdejo en el momento de madurez éptima. Por ùltimo 
cuando representamos gràficamente los datos obtenidos de este trabajo mediante un andlisis 
de componentes principales (ACP) observamos una clara separaciòn del tratamiento de secano 
frente a los regados (Figura 2). Terpenos totales y Asp se agrupan en los tratamientos regados 
mientras que Phe, Ille, Met y Leu se agrupan en el tratamiento de secano. 


4. Conclusiones 


La aplicacién de riego en el cv D? Blanca dispuesta en espaldera en climas semiàridos 
puede ser una buena técnica de cultivo, puesto que, produce mejoras en la calidad del fruto 
reflejados en una bajada del pH y aumentos en la concentracién de terpenos, lo que supone 
una mayor calidad aromatica del mosto. A nivel aminoacidico, solo se observò efecto 
significativo para algunos de los compuestos precursores de aromas de fermentacién. 
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Tablas y figuras 


Tabla 1. Incidencia del estado hidrico en paràmetros de producciòn y caracteristicas fisico 


quimicas de las uvas. 


Cantidad 
Tratamiento de agua 

aplicada 

(mm) 

Secano 3 
DefPRE 186 
DefPOST 181 
Rmax 358 


Producciòn 
(ha) 
9,90 
14,1) 
15,6) 


16,9î 


P baya EUA SST 
(9) (kg/m3)  ©Brix 


a 


19° 1248 224 
2,4° 5,22 212° 
2,9) 6,00 214° 


3,0° 40° 211° 


pH 


3,72° 


3,71 


3,65ì 


3,65%) 


Diferentes letras indican diferencias significativas para el Test de Tukey y p< 0,5%. 


Figura 1. Incidencia del estado hidrico en la composicién nitrogenada y aromas varietales(terpenos) 
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Diferentes letras indican diferencias significativas para el Test de Tukey y p< 0,5%. 
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Figura 2. Representacién grafica del andlisis de componentes principales (ACP) aplicado a los 
tratamientos en funcién de su composiciòn nitrogenada y terpenos 
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RESUMEN: 


En este trabajo se ha evaluado la incidencia de la altura de vegetacién en un vifiedo cv. 
Dofia Blanca sobre la composiciòn fisico-quimica, aromatica y sensorial de los vinos durante 
la campafia 2012. Cepas control (C) (1,5 m de altura de vegetacién) fueron comparadas con 
cepas de altura de vegetaciòn elevada (AE) (2,0 m). Las uvas fueron sometidas a un proceso 
de criomaceracién prefermentativa y posteriormente se vinificaron segun el esquema de 
elaboracién de una vinificacién tradicional en blanco. La elevacién de altura de espaldera 
provocé un ligero incremento del grado alcohélico y descensos de la acidez titulable. Los 
parametros fendlicos y cromàticos no se vieron afectados significativamente. Los vinos AE 
mostraron contenidos superiores de aromas varietales, alcoholes superiores, ésteres y 
àcidos grasos, lo que se tradujo en una mayor intensidad aromatica, destacando 
sensorialmente los aromas frutales y mayor equilibrio en boca. 


Palabras clave: Manejo vegetacién, Composicién volatil, Andlisis sensorial descriptivo. 


1. Introducciòn 


EI manejo del dosel vegetal influye en la correcta relacién entre el àrea foliar y la 
produccién de fruta, necesaria para una adecuada maduracién de las uvas [1]. En climas 
calurosos la incidencia directa de la luz solar sobre los racimos, puede afectar a los atributos 
sensoriales, debido a una excesiva degradaciòn de àcidos orgànicos y precursores aromàticos, 
causando efectos negativos sobre la calidad del vino [2]. Por otro lado, el manejo de la 
vegetacibn no va a afectar ùnicamente a la intercepcién de la luz solar y procesos 
fotosintéticos, sino que también modificarà el microclima de los racimos, provocando un gran 
impacto sobre la composicién de la fruta y la calidad de los vinos elaborados [3]. Estudios 
previos [4] mostraron que el aumento de la relacién fuente-sumidero, mediante la elevaciòn 
de la altura de la vegetacibn en un vifiedo cv. Dofia Blanca, provocò un aumento de la 
concentracién de azùcares, y un ligero descenso de la acidez de las uvas. El objetivo del 
presente trabajo es evaluar la incidencia de la elevacién de la altura de vegetaciòn, sobre la 
composiciòn fisico-quimica, aromatica y sensorial de vinos cv. Dofia Blanca en Extremadura. 


2. Material y métodos 


EI trabajo se ha desarrollado durante la campafia 2012. La descripcién completa del 
vifiedo experimental queda reflejada en Uriarte et al. [4]. EI disefio experimental fue de 
bloques al azar con cuatro repeticiones; Los tratamientos fueron: Control (C): Espaldera 
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original del vifiedo (1,5 m de altura de vegetacién); Altura elevada (AE): Altura de vegetaciòn 
hasta 2 m. mediante un segundo alambre de vegetacién. Ambos tratamientos fueron regados 
por goteo, aplicando el 100% de la evapotranspiracién del cultivo (ETc) referida al tratamiento 
Control segùun [5]. La vendimia se realizé manualmente cuando las uvas alcanzaron una 
concentracién de azùcares en torno a los 22 2 Brix. De cada bloque experimental se efectuò 
una elaboracién segùn el siguiente esquema. Las uvas se sometieron a un proceso de 
criomaceracién prefermentativa (42C durante 24h) tras el que se prensaron y los mostos yema 
fermentaron en depòsitos de acero inoxidable de 5 L, con dosis de 50 mg/L de anhidrido 
sulfuroso e inoculando con levaduras seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae (EC1118, 
Lallemand) en dosis de 20g/hL. Los vinos se estabilizaron mediante frio (42C durante 15 dias) y 
fueron sulfitados (35 mg/L de anhidrido sulfuroso libre) y embotellados. Tras seis meses en 
botella se realizé un anglisis sensorial descriptivo cuantitativo (QDA) de los vinos por el panel 
de cata del CICYTEX, segun la Norma UNE 87027:1998. Los resultados obtenidos en este 
trabajo fueron analizados utilizando una comparacién de medias mediante una prueba t de 
Student con el paquete estadistico SPSS 15.0 


En los mostos y vinos se determinaron los paràmetros generales (Sélidos solubles 
totales (SST); pH; acidez titulable (AT); grado alcohélico probable (GAP); grado alcohélico (GA) 
segun [6], acido tartarico (TH) [7]; acido mélico (MH;) [8]), parametros fendlicos (Fenoles 
totales (CPT); Catequinas (CAT) [9]), caracteristicas croméàticas (Paràmetros cromaticos CIELab 
[10] y unicamente en vinos, la composicién aromatica (Compuestos C6, alcoholes superiores 
(AS), ésteres etilicos y acetatos (EEA), àcidos grasos volatiles (AGV) y a-terpineol (aT) [11][12]). 


3. Resultados 


La diferencia de altura de vegetaciébn no afecté pràcticamente ninguno de los 
paràmetros bésicos de los mostos obtenidos tras el proceso de criomaceracién (Tabla 1). Los 
bajos valores de àcido tartàrico obtenidos en ambos tratamientos pueden deberse a 
precipitaciones de tartratos producidas durante dicho proceso. El pH en el tratamiento AE se 
ha visto incrementado, aunque sin relevancia desde el punto de vista enolégico. Se han 
observado una tendencia a mayores cantidades de CPT en AE, posiblemente por una mayor 
exposicién de los racimos, ya que la sintesis de estas sustancias està intimamente relacionada 
con el microclima del racimo, sin embargo, al igual que en el caso de los paràmetros 
cromàticos, las diferencias no fueron significativas en ninguno de los casos. 


Con respecto a C, los vinos AE presentaron mayor GA, menor AT y contenido en TH; 
(Tabla 1), observandose en esos ùltimos mayor concentracibn de CAT y no se apreciaron 
diferencias significativas en las caracteristicas cromàticas. En funcién de los valores CIELab, los 
vinos de ambos tratamientos presentaron tonalidades amarillo-doradas, claras y poco 
intensas. El valor de la diferencia de color CIELab (AE*ab) entre tratamientos, indicò que en el 
momento del angalisis dicha diferencia no era detectable por el ojo humano (<3 unid.). 


En el aspecto aromàtico, se observéò una tendencia en los vinos AE a una mayor 
concentracién para todos los grupos de compuestos estudiados (Tabla 1). Los AS fueron los 
compuestos mayoritarios en ambos tratamientos. Las concentraciones fueron superiores en 
AE, lo cual incrementa su calidad organoléptica, ya que se le atribuyen agradables aromas 
florales, sobre todo debido al 2-feniletanol [13]. Los valores ligeramente superiores de 
compuestos en Cg en el vino AE pueden provocar aumentos de notas herbéàceas [14]. Los vinos 
AE tuvieron concentraciones superiores de EEA, relacionados con la calidad organoléptica de 
los vinos, ya que aportan aromas frutales [15]. En lo que respecta a AGV, se encuentran en 
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niveles mayores en AE, aportando notas agradables al aroma, resultado importante, ya que 
son considerados como los àcidos que contribuyen en mayor medida al aroma de los vinos 
[16]. Es de destacar como el aT ùnicamente aparece en los vinos AE. 


Los resultados del QDA se muestran en la Figura 1. La fase visual indicé que ambos 
vinos presentaron un color amarillo con matices dorados, aunque las tonalidades pélidas 
unicamente aparecieron en los vinos Control, mientras que las pajizas aparecieron con mayor 
intensidad en los AE. En nariz, los vinos AE se caracterizaron por una mayor intensidad 
aromatica. A nivel de calidad aromatica los descriptores “floral”, “citrico” y “platano” fueron 
citados por los catadores en ambos vinos pero con mayor intensidad en los vinos AE que en el 
Control. Los descriptores “pera” y “pifia” unicamente fueron hallados en los vinos AE. En la 
fase gustativa, se observa que los vinos Control son més àcidos y amargos pero de baja 
astringencia en comparaciòén con los vinos AE, ademéàs de tener menor persistencia en boca. 


4. Conclusiones 


Aunque el aumento de la altura de vegetacién no incidié significativamente sobre la 
composicién fisico-quimica de los vinos elaborados, sensorialmente fueron los mejor 
evaluados. Los resultados de la composicibn aromatica pueden ser relevantes, ya que 
actualmente no se dispone de datos sobre la caracterizacibn aroméatica de vinos de esta 
variedad procedentes de Extremadura, aunque son datos que deben ser analizados con 
cautela al tratarse de un Unico afio de experimentacién. 
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Tablas y figuras 

Tabla 1. Parametros generales (Sélidos solubles totales (SST, 2Brix); pH; acidez titulable (AT, g/L); grado alcohélico 
probable (GAP, %); grado alcohélico (GA, % v/v), acido tartàrico (TH, g/L); acido mélico (MH;, g/L ), parametros 
fenélicos (Fenoles totales (CPT, mg/L); Catequinas (CAT, mg/L), caracteristicas crométicas (Paràmetros cromàticos 
CIELab) y aromaticas (Compuestos C6, alcoholes superiores (AS), ésteres etilicos y acetatos (EEA), acidos grasos 
volatiles (AGV) y a-Terpineol (aT) en ug/L) de los mostos y vinos elaborados. 


Parametro 


Trat. SST GAP pH ATO TH, MH. CFTOO CAT IC TC LO a* b*  c*  h* SS AE*ab 
Mosto Cc 214 12,0 38 46 19 3,9 226,9 53,4 2,9 2,9 95,5 03 13,3 133 88,6 O,1 

AE 21,8 12,2 3,9* 44 19 3,7 256,5 634 2,9 30 95,6 0,2 140 140 89,0 Ol Sa 

Trat. (ESOO GA pH ATO TH, MHz CFTOO CAT IC TC LO a* b* cè h* SS AE*ab 


CO 245 124 3,7 67 19 3,1 215,2 248 2,3 2,7 95,7 -L11 89 89 97,1 0,1 


0,59 
AE 23,2 12,9* 3,8 6,0* 1,7* 3,0 191,1 29,6* 2,2 2,9 96,2 -11 91 9,2 97,1 0,1 
Vino 
Trat. C6 AS EEA AGV at 
c 156,1 20560,8 7174,8 4881,1 0 
AE 188,6 34035,3 9700,2 5550,9 14,7 
*indica diferencias significativas al 0,5%. 
Fase visual Fase olfativa Fase gustativa 
Lan Ne SRD LE 
Amarillo pajizo 50 7 80/7 Control 
Tr Intensidad Fruta madura 
LA sO Na 


Equilibrio x_ 


Persistencia £_ } _A Citricos 
XY xe 


Re 


7 Platano 


g° ti { Se Persistencia\” 


Floral“ / \ > Pera 


Amarillo dorado Y Limpio 


L va 
Manzana verde Pifia 
Aromaen boca 


Figura 1. Andlisis sensorial: Fase visual, olfativa y gustativa 
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RESUMEN: EI clima, el suelo y el material vegetal son los factores principales que, junto con las 
practicas viticolas y enolbgicas, definen las caracteristicas de un vino. Los compuestos 
nitrogenados son necesarios para el desarrollo de las levaduras y determinan de forma importante 
la calidad del vino. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del suelo y del clima sobre el 
contenido aminoacidico de las uvas. Para ello, se seleccionaron tres parcelas de cv. Tempranillo 
(D.O.Ca. Rioja), con suelos clasificados como Fluventic Haploxerepts (FH), Typic Calcixerepts 
(TC) y Petrocalcic Palexerolls (PP). Las dos campafias estudiadas, 2013 y 2014, presentaron 
condiciones climaticas diferentes. Los resultados mostraron que tanto el suelo como el clima y la 
interaccibn de ambos factores influyeron de forma significativa en el contenido de todos los 
aminofàcidos presentes en las uvas. Por tanto, el tipo de suelo y las condiciones climaticas son dos 
factores clave que determinan la composiciòn nitrogenada de las uvas, afectando al desarrollo de la 
fermentaciòn y a la calidad del vino final. 


Palabras clave: clima, suelo, terroir, aminoàcidos, NFA, mosto, uva 


1. Introducciòn 


EI clima, el suelo y el material vegetal son los factores principales que, junto con las 
pràcticas viticolas y enolégicas, definen las caracteristicas de un vino. El estado hidrico y 
nutricional (principalmente de nitrégeno) que presenten las cepas a lo largo del ciclo 
condicionarà su crecimiento, rendimiento y la composicién y sanidad de las bayas, afectando al 
correcto desarrollo de la fermentacién alcohélica. El nitrégeno absorbido por las raîces 
depende de las propiedades del suelo, especialmente del contenido en materia orgànica y de 
su velocidad de mineralizacibn, siendo la forma nîitrica (N-NO;) la fuente principal de 
nitrégeno para las cepas. Los aminoàcidos, junto con el amonio, son la principal fuente 
nitrogenada para el desarrollo de las levaduras durante la fermentacién alcohélica, ademàs de 
ser compuestos determinantes en la calidad del vino [1, 2]. 


EI objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del suelo y del clima sobre el 
contenido aminoacidico de las uvas. 


2. Material y métodos 


El experimento se desarrollò durante las campafias 2013 y 2014 en tres parcelas de cv. 
Tempranillo (Vitis vinifera L.) injertadas sobre R-110, en el àrea viticola del valle del Najerilla 
(D.O.Ca. Rioja) que presenta un clima semiàrido mediterràneo. Durante estas dos campafias no 
se aplicò fertilizante nitrogenado a los vifiedos. Cada parcela representaba un tipo de suelo 
distinto (clasificadas segùn la Soil Taxonomy del USDA [3]): F/luventic Haploxerepts (FH), Typic 
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Calcixerepts (TC) y Petrocalcic Palexerolls (PP). En cada parcela se marcaron tres filas 
adyacentes con 50 cepas cada una a modo de repeticiones. En ellas se muestreò el suelo, en 
floracién, cogiendo muestras a 0-15, 15-30 y 30-45 cm de profundidad. Sobre las muestras 
secas y tamizadas a 2 mm se determinò el N-NO;, realizando una extraccién con KCI 2M y 
posterior determinacién colorimétrica a 550 nm (Seal Analytical 3HR, Hamburgo, Alemania). Se 
determinò la densidad aparente, en seco, por el método del anillo [4] y el porcentaje de 
elementos gruesos (> 2mm) para cada muestra. 


Por otro lado, en el momento éptimo de madurez se cogieron 600 bayas por repeticiòn 
en cada parcela. Tras contarlas, pesarlas y triturarlas, en los mostos resultantes se 
determinaron los paràmetros fisicoquimicos, los aminoàcidos y el nitrégeno fàcilmente 
asimilable NFA. El andlisis de los aminoàcidos se realizé de acuerdo al método descrito por 
Garde-Cerdàn et al. [5]. El NFA se determinò segun el método descrito por Aerny [6]. 


Estadisticamente los datos se trataron con la versién 21.0 del programa SPSS para 
Windows (Chicago, EE. UU.). El efecto del suelo sobre la concentracién de aminofcidos de los 
mostos se determinò usando un anglisis de la varianza (ANOVA) y las diferencias de los 
aminoàcidos entre los tipos de suelo y las campafias se determinaron por separacién de 
medias utilizando el test de Tukey calculado a p < 0,05. 


3. Resultados 


EI clima y las distintas propiedades edfficas de los suelos determinan el nivel de 
nitrégeno disponible en el suelo. De acuerdo al bajo contenido en materia orgànica, < 1% que 
presentaban los suelos, el nivel disponible de este elemento fue bajo, siendo similares a los 
obtenidos por Smith et al. [7], Steenwerth y Belina [8] y Pérez-Alvarez et al. [9] en condiciones 
mediterràneas. Parametros como la profundidad efectiva, pH, textura y carbonatos càlcicos en 
profundidad (30-45 cm) asf como la capa de agua disponible eran similares entre los suelos TC 
y PP [10]. Sin embargo, el suelo PP presentaba una limitacién fisica para el desarrollo de las 
raices en profundidad, debido a la presencia de un horizonte petrocalcico. El suelo FH disponia 
de mayor profundidad efectiva y capa de agua, menor porcentaje de elementos gruesos y 
valores de carbonatos càlcicos en profundidad del 10%, respecto a los 60% de los suelos TC y 
PP. 


EI N-NO3 disponible en el perfil analizado de los suelos (0-45 cm) fue mayor, en las dos 
campafias estudiadas, 2013 y 2014, en la parcela con el suelo FH, respecto a las otras parcelas, 
que alternaron el menor contenido nitrico segùn la campafia. 


Los mostos procedentes de las vifias de los suelos FH son los que significativamente 
mayor concentraciòbn de arginina, alanina, treonina, asparragina, citrulina, metionina, 
aminoàcidos totales sin prolina y NFA mostraron en ambas campafias estudiadas (Tabla 1). Sin 
embargo, en el afio 2014 la concentracién de aminoàcidos como Gaba, glutamina, àcido 
glutàmico, histidina, cisteina, fenilalanina, leucina, tirosina, glicina, lisina y aminofcidos totales 
fue significativamente mayor en los mostos procedentes del suelo TC, a pesar de que en el afio 
2013 esas concentraciones fueron mayores en los mostos del suelo FH, el que mayor 
disponibilidad de nitrégeno presentò. 
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4. Conclusiones 


La composiciòbn aminoacidica de las uvas se relacionéò con las caracteristicas 
edafoclimàticas del vifiedo. No obstante, el factor clima por si solo no afecté al contenido de 
algunos aminoàcidos en las uvas (prolina, Gaba, valina, isoleucina, metionina y lisina). Por lo 
general, suelos con mayor disponibilidad de agua y nitrégeno propiciaràn cepas con un mejor 
estado nutricional y mayor concentracién de aminoàcidos en baya que aseguraràn el correcto 
desarrollo de la fermentaciòn y la calidad del vino final. Todo ello destaca la importancia de 
conocer las caracteristicas edafoclimàticas de la parcela como herramienta para estimar la 
composicibn nitrogenada de la uva, pudiendo ademés tener informacién sobre la necesidad de 
aportar fertilizantes al vifiedo. 
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Tabla 1. Concentracién de aminoécidos (mg/kg) y NFA (mg N/kg) en los mostos de las tres parcelas 
experimentales (FH: Fluventic Haploxerepts, TC: Typic Calcixerepts, PP: Petrocalcic Palexerolls) en 
las dos campafias estudiadas (2013 y 2014). 


2013 2014 
Pro 288,23b,B 23185b,A 132,184, A 135,81a,A 290,48b,A 203,89ab, A 
Arg 249,13c,B  128,22b,B 13,47a,A 112,53b,A  65,56ab A 20,15a,A 
Gaba 99,44c,B = 60,13b, A 27,34a,A 56,11 b,A75,82c,B 38,11a,B 
Gin 87,09b,B81,01b,B 27,06a,A 49,62a,A = 47,07a,A  46,53a,B 
Glu 52,95b,B = 46,90b,B 28,91a,A! 28,87a,A  32,92a,A  32,08a,A 
Ala 36,99c,B = 26,23b,A 11,02a, A 27,97b,A 19,34a,A  15,29a,B 
His 34,786,B = 16,51b,B  2,17a4,A | 859ab A = 9,33b,A 4,88 a, B 
Trp 28,33b,B 31,41b,B  13,11a,A 15,46a,A = 2116b, A 10,39a,A 
Thr 25,28b,B = 22,34b,B 9,884, A 16,82 b,A = 1605b,A 10,764, A 
Ser 23,55b,B = 20,67b,A 10,444, A 14,94a,A  17,34a,A  14,12a,B 
Asp 16,28 ab,B 19,09b,B 12,69a,B 12,54b, A 9,08abA = 6,60a,A 
Cys 14,79c,B = 6,69b,B 1,26 a, A 2,68 b, A 2,98 b, A 0,78a, A 
Phe 9,79 c, B 6,69b, A 3,00a,A 4,44ab,A = 5,72b, A 3,52 a, A 
Val 8,67 b, B 7,29b,A = 3,08a,A 4,80 a, A 7,07 a, A 4,97 a, B 
Leu 7,56 b, B 6,09b, A 2,58a,A ! 342ab,A  531b,A 3,14 a, A 
Tyr 5,64 c, B 3,02b, A 0,33a,A i 2,66 b, A 3,00 b, A 1,22 a, B 
Asn 5,18 c, B 3,76b,A 0,82a,B 1,25b A 1,07abA = 040a,A 
Cit 4,67 b, B 421b,A0,72a,B 1,77 b, A 1,72 b, A n,d, a, A 
Gly 4,12 c, B 2,01b, A 0,12a,A 1,13ab, A 172b,A 0,67 a, B 
Ile 3,44 b, A 3,20b, A 156a,A 2,304, A 3,88 a, A 2,69 a, B 
Met 2,82 c, B 0,74b,A 0,034, A i 1,27b,A 103ab,A 0,62a,B 
Lys 1,67 c,B 1,00b, A 0,35a,A 0,90 ap, A 0,50a,A 1,17 b, B 
Taa 1010,40 c,B 729,04b,A 302,14a, A 505,88 ab, A 638,14b,A 421,99a, A 
Taa sin Pro 722,18c,B  497,19b,B 169,96a,A 370,06b, A 347,66b, A 218,104, A 
NFA 117,88c,B = 6942b, A 32,09a,A ! 86,81b,A 80,10ab, A 66,79a,B 


Para cada afio, letras minùsculas diferentes indican diferencias entre los tres tipos de suelos (p < 
0,05). Para cada tipo de suelo, letras mayùsculas diferentes indican diferencias entre las dos 
campafias (p < 0,05). Taa = aminoàcidos totales, NFA = nitrégeno facilmente asimilable. 
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RESUMEN: 


Las limitaciones en la utilizacién de fungicidas para el control de enfermedades de la vid 
causadas por hongos son cada vez més exigentes. La selecciéòn de variedades o clones de vid 
con menor sensibilidad a estas enfermedades; parece ser una de las posible alternativas a 
tener en cuenta en la base de la viticultura sostenible. 

En este trabajo se estudia el grado de susceptibilidad a mildiu en 50 cultivares de Vitis 
vinifera cultivados en Galicia. Se han encontrado diferencias significativas entre variedades 
tanto en la severidad como en la incidencia de la infeccién, de los dos aislados de mildiu 
utilizados. La mayorfa de las variedades presentaron valores medios o altos tanto para la 
incidencia como para la severidad de la infeccién. Entre las variedades menos sensibles 
destaca Caîfio bravo, variedad considerada como una de las màs antiguas de la regiòn 
gallega. 


Palabras clave: Plasmophora viticola, cultivares de vid, Galcia 


1. Introducciòn 


EI mildiu es una enfermedad devastadora de los vifiedos cultivadosen zonas de clima 
hùmedo. Los viticultores dependen de multiples aplicaciones de fungicidas para la gestién de 
la enfermedad conllevando una importante contaminacién del medio ambiente. Con el fin de 
reducir la utilizacibn de fungicidas y dada la importancia econémica que supone para los 
viticultores, se estàn desarrollando variedades més resistentes y haciendo selecciones en el 
material vid conservado (Boso et al., 2014; Calonnec et al. 2013). Vitis vinifera es altamente 
susceptible a mildiu, sin embargo la susceptibilidad de esta especie depende de la variedad. 


Con la finalidad de determinar que variedades son menos susceptibles a mildiu para su 
cultivo en la regién gallega, en este trabajo, se ha evaluado la susceptibilidad de 50 cultivares 
de Vitis vinifera conservados en el Banco de Germoplasma de la Estacién de Viticultura y 
Enologia de Galicia, frente a dos inéculo de mildiu obtenidos directamente de parcelas 
cultivadas pero no tratadas. 
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2. Material y métodos 


Las variedades de vid objeto de este estudio se encuentran conservadas en el Banco de 
Germoplasma de la Estacién de Viticultura y Enologia de Galcia. Para poder realizar el ensayo 
de sensibilidad a mildiu sin que el estado sanitario del vifiedo se viese afectado se optò por 
utilizar la técnica de disco de hoja (Brown et al., 1999). 


Se prepararon estaquillas de las diferentes variedades y se plantaron en condiciones 
de invernadero. Cuando las plantas presentaban entre 10 o 12 hojas se seleccionaron, una 
media de 8 hojas de cada variedad, entre las hojas 4? a la 6? de cada planta, contando desde la 
hoja terminal. De ellas se extrajeron cortaron discos de 1,5cm de diametro, que se inocularon 
con Plamopara viticola (Berk & M.A. Curtis) Berl & De Toni). El inéculo se recogiò en dos fechas 
distintas del mes de julio, de cepas infectadas de modo natural y que no fueron tratadas con 
fungicidas. 


La cara adaxial de los discos se inoculé con 50 uL de una disolucién de esporangios con 
una concentracién de 11.10° esporangiosm*. Se mantuvieron en condiciones controladas de 
humedad (95%), temperatura (242C) y fotoperiodo (16 horas de luz, 8 de oscuridad), durante 
6 dias para provocar la esporulacién. Se obtuvieron imàgenes de cada uno de los discos que 
posteriormente fueron analizadas con el software NIS-Elements. Se cuantificé el érea 
afectada y se determinò el grado de esporulacién y la densidad de esporas. 


Para la determinacién del grado de esporulacién y de la densidad de esporangios se 
establecieron 5 niveles en funciòn del % de discos afectados y del àrea afectada y la poblaciòn 


de esporangios, respectivamente (tabla 1) 


Tabla1. Escala de utilizada para el andlisis del grado y densidad de esporulacién. 


. Grado esporulaciòn . n 
Niveles Densidad de esporulaciòn 


% disco Area (mm?) 


0 0 Sin esporangios 
<25 < 44,18 Densidad baja (pocos esporangios salteadas) 
25-50 44,18-88,34 |Densidad moderada (esporangios formando grupos dispersos) 
50%-75 88,35-132,53 | Alta (Esporangios que ocupan gran parte de la superficie) 


pa WUN E O 


75-100 > 132,53 Muy alta (elevado césped de esporangios) 


Para determinar la existencia de diferencias significativas en las variables utilizadas se 
realizé un andlisis de varianza (ANOVA) (p<0,05). La diferente susceptibilidad de las variedades 
se realizò por comparaciones multiples mediante el método de Tukey. 


3. Resultados 


A partir de los niveles establecidos para el grado y la densidad de esporulaciòn se 
encontraron diferencias significativas entre los dos inéculos utilizados y entre las variedades 
estudiadas (tabla 2). En el efecto del inéculo 2 se observa en general un menor grado y 
densidad de esporas. 

En relacibn al grado de esporulacién, con el inéculo 2 presentaron una susceptibilidad 
menor que la media un mayor numero de variedades, (46% con el inéculo 2 frente a 26 con el 
inéculo 1) 
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Tabla 1. Media y diferencias significativas para el grado y densidad de esporulacién de mildium 
(inéculo 1 y 2). Medias con la misma letra no son significativamente diferentes para p<0,05 


(1)Grado (1)Densidad (2)Grado (2)Densidad 
Variedad esporulaciòn esporulaciòn esporulaciòn esporulaciòn 
Malvasia 0,48 a 1,14 abc 0,50 ab 0,93 abcd 
Treixadura F 0,54 a 0,89 a 0,93 de 1,89 ghijklImno 
Blanca de Monterrei 0,61 ab 1,00 ab 1,00 de 2,29 klmnop 
Tinta da Zorra 0,71 abc 1,18 abcd 1,00 de 2,46 nop 
Caifio Bravo 0,82 bcd 1,54 abcde 0,89 cde 1,46 bcdefghij 
Albarin Tinto 0,86 bcde 2,07 efghijklm 0,96 de 1,93 hijklImno 
Italia 0,86 bcde 1,71 bcdefgh 0,93 de 2,07 ijklmno 
Ferròn 0,89 cdef 2,00 efghijkl 0,71 abcde 1,14 abcdefgh 
Godello 0,89 cdef 2,07 efghijklm 0,57 abc 0,64 a 
Corbillén 0,93 cdef 1,93 defghijkl 0,86 cde 1,79 fghijklmn 
Dona Branca 0,93 cdef 2,00 efghijkll 0,93 de 1,61 cdefghijklm 
Moscatel 0,93 cdef 2,18 efghijklm 0,93 de 2,07 ijklmno 
Torrontés | 0,93 cdef 2,07 efghijklm 0,93 de 1,61 cdefghijklm 
Caifio Redondo 1 0,96 cdef 2,36 fghijklm 1,00 de 2,21 jklImnop 
Caifio Redondo 2 0,96 cdef 2,21 efghijklm 0,96 de 2,46 nop 
Evega 4 0,96 cdef 1,79 cdefghi 0,86 cde 1,57 bcdefghijkl 
Garrido Fino 0,96 cdef 1,68 bcdefg 1,04 e 2,68 op 
Gold 0,96 cdef 2,14 efghijklm 0,96 de 1,89 ghijklmno 
Planta Fina 0,96 cdef 2,21 efghijklm 0,96 de 2,07 ijklmno 
Picapoll Negro 0,96 cdef 2,18 efghijklm 0,96 de 2,07 ijklmno 
Promisiòn 0,96 cdef 1,71 bcdefgh 0,86 cde 1,29 abcdefghi 
Torrontés Il 0,96 cdef 2,18 efghijklm 0,57 abc 0,96 abcde 
Traminer 0,96 cdef 1,89 cdefghijk 0,75 abcde 1,04 abcdef 
Albilla 1,00 def 2,11 efghijklm 1,00 de 2,39 mnop 
Aramén 1,00 def 2,36 fghijklm 0,96 de 2,00 ijklImno 
Blanco Lexitimo 1,00 def 1,89 cdefghijk 0,75 abcde 1,11 abcdefg 
Brancellao 1,00 def 2,11 efghijklm 0,93 de 1,93 hijklmno 
Brancellao Blanco 1,00 def 2,18 efghijklm 1,00 de 2,14 jklImnop 
Caifio da Terra 1,00 def 2,29 efghijklm 0,93 de 1,75 efghijklmn 
Caifio Longo 2 1,00 def 1,14 abc 0,86 cde 1,11 abcdefg 
Carrasquin 1,00 def 2,18 efghijklm 0,82 bcde 1,54 bcdefghijk 
Espadeiro 1,00 def 2,36 fghijklm 0,86 cde 1,71 defghijklImn 
Evega 1 1,00 def 2,11 efghijklm 1,00 de 2,93 p 
Evega 5 1,00 def 2,18 efghijklm 0,93 de 2,36 Imnop 
Evega 6 1,00 def 1,86 cdefghij 0,68 abcd 1,14 abcdefgh 
Loureira 1,00 def 1,86 cdefghij 0,79 abcde 1,29 abcdefghi 
MBM Blanco 1,00 def 2,39 ghijklm 0,79 abcde 1,54 bcdefghijk 
Merenzao 1,00 def 2,07 efghijklm 1,00 de 1,79 fghijklmn 
Moscatel H 1,00 def 2,46 hijklm 1,00 de 2,18 jklImnop 
Palomino 1,00 def 2,68 Im 0,82 bcde 1,32 abcdefghi 
Pirixileira 1,00 def 2,50 ijkIlm 0,86 cde 1,43 abcdefghij 
Silveirifia 1,00 def 1,61 abcdef 0,46 a 0,79 ab 
Sousòn 1,00 def 1,93 defghijkl 0,96 de 1,75 efghijklmn 
Mandén 1,04 def 2,64 klm 0,93 de 2,21 jklmnop 
Mouratòn 1,04 def 1,82 cdefghij 1,04 e 2,36 Imnop 
Caifio Blanco 1,07 def 2,36 fghijklm 0,82 bcde 0,89 abc 
Evega 2 1,11 ef 2,50 ijkIlm 0,79 abcde 0,79 ab 
MBM tinto 1,11 ef 2,82 m 0,82 bcde 1,50 bcdefghijk 
Naparo 1,11 ef 2,57. jklm 0,71 abcde 1,32 abcdefghi 
Negròn de Aldàn 1,14 f 2,57 jklm 1,00 de 2,00 ijklImno 
Media 0,95 a 2,03 a 0,87 b 1,71 b 
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Aunque la interaccién entre inéculos y variedades ha tenido diferente efecto sobre la 
susceptibilidad, el 32% de las variedades mostraron el mismo comportamiento. Malvasia, 
Caifio Bravo, Ferrén y Corbillòn, mantienen un nivel de susceptibilidad inferior a la media 
independientemente del inéculo utilizado. Caifio Redondo1, Caffio redondo2, Garrido Fino, 
Albilla, Brancellao, Brancellao Blanco, Caifio da Terra, EVEGA1, Merenzao, Mosccatel de 
Hamburgo, Sousén y Mouratén mantienen un nivel de susceptibilidad superior a la media. 


En relacién a la densidad de esporas también se observa en general una menor 
densidad en el efecto del inéculo 2 que del 1, aunque no tan marcada como en el caso del 
grado de esporulaciòn. El 20% de las variedades presentaron un grado de susceptibilidad 
inferior a la media en el inéculo 1 y el 23% en el inéculo 2. 


Independientemente del inéculo las variedades Malvasia, Caîfio Longo, Caifio Bravo, 
Silveirifia, EVEGA4, EVEGA6, Loureira, Traminer, Blanco Lexîtimo, Ferròn, y Dona Blanca 
presentaron densidad de esporas inferior a la media, y Albarin Tinto, Merenzao, Albilla, 
Brancellao, EVEGA1, Gold, Moscatel, Picapoll Negro, Brancellao Blanco, EVEGAS, Caîfio 
Redondo2, Planta Fina, Caifio da Terra, Caifio Redondo1, Aramén, Espadeiro, Moscatel de 
Hamburgo, Negrén de Aldàn Mandén presentaron valores para la densidad de esporas 
superior a la media 


Teniendo en cuenta las dos variables estudiadas (grado de esporulacién y densidad de 
esporulacién), y con independencia del tipo de inéculo, las variedades Caîfio y Ferrén 
presentaron los menores niveles de susceptibilidad. Por el contrario, Caifio Redondo 1 y 2, 
Albilla, Brancellao, Brancellao Blanco, Caifio da Terra, EVEGA1, Merenzao, y Moscatel de 
Hamburgo presentaron niveles de susceptibilidad superiores a la media. 


4. Conclusiones 


EI genotipo de las variedades de vid es uno de los factores fundamentales en la 
sensibilidad a mildium, si bien a través del estudio del grado y densidad de esporulaciòn del 
inéculo se observa que la diferente efectividad del inéculo parece influir, en algunas 
variedades, en su grado de susceptibilidad. 
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RESUMEN: 


EI déficit hîdrico afecta el desarrollo, metabolismo y composicién quimica de las bayas de 
vid, de acuerdo a su tiempo e intensidad. Por esta razén, se estudié la composicién fendlica 
y concentracién y proporcibn de proantocianidinas en pieles del cultivar Cabernet 
Sauvignon sometidas a diferentes regimenes de riego durante la maduracién. El ensayo se 
llevé a cabo en un vifiedo comercial localizado en el Valle del Maipo (Chile central) durante 
la temporada 2014. Se establecieron tres tratamientos (T) de irrigaciébn mediante una 
combinacién de goteros con diferente gasto, comenzando algunos dias antes de envero y 
manteniendo los siguientes potenciales xilemàticos de mediodîa, durante la temporada: T1, 
W=-0,8 MPa; T2, W= -0,9 MPa y T3, W=-1,0 MPa. Los resultados mostraron que las 
proantocianidinas disminuyeron durante la maduracién, aunque se observé un aumento 
aproximadamente 25 dias después de envero. Se obtuvo una mayor concentracién de 
proantocianidinas en los hollejos de bayas provenientes del tratamiento més restrictivo de 
riego (T3). La separacién de proantocianidinas mediante cartuchos Sep-Pak tC;g mostrò solo 
cambios en la concentracién pero no en la proporcién de las diferentes fracciones durante 
la maduracién. La fraccibn monomérica disminuy6 desde pinta a cosecha, sin diferencias 
entre tratamientos, mientras el tratamiento menos regado (T3) mostrò una mayor 
concentracién de polimeros en la cosecha de la uva. 


Palabras clave: Déficit hidrico, proantocianidinas, Cabernet Sauvignon 


1. Introducciòn 


EI déficit hidrico puede afectar el desarrollo de la baya, su metabolismo y su 
composiciòn final de acuerdo al tiempo e intensidad de éste. Esta restriccibn afecta la calidad 
de la fruta, debido principalmente a que produce bayas més pequefias, aumentando la 
relacibn piel/pulpa, ademàs de tener un efecto sobre la composicién fendlica. (1) Las 
proantocianidinas son compuestos fenélicos que presentan importantes propiedades para los 
vinos, participando en las sensaciones de astringencia y amargor y actuando como 
copigmentos para la estabilizacién del color del vino. Kennedy et al. (1) reporté cambios en la 
composiciòn de proantocianidinas y la unibén entre antocianos y taninos, en cambio en Downey 
et al. (2) se observò que el déficit hîdrico tiene un efecto débil sobre el contenido de estos 
compuestos. Por su parte, otras investigaciones reportaron un efecto positivo en el contenido 
de taninos y antocianinas en las pieles de Cabernet Sauvignon (3). Por esta razén, el objetivo 
fue estudiar la concentracién de compuestos fenélicos y fracciones de proantocianidinas en las 
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pieles de uvas del cultivar Cabernet Sauvignon sometidas a diferentes regimenes de riego 
durante la maduraciòn. 


2. Material y métodos 


EI ensayo se realiz6 con vides del cv. Cabernet Sauvignon en un vifiedo comercial 
localizado en el Valle del Maipo, Chile central. Se establecieron tres tratamientos de irrigaciòn 
utilizando una combinacién de goteros de distinto gasto, comenzando unos dias antes de 
envero y manteniendo los siguientes potenciales xileméàticos: T1, W = -0,8 MPa; T2, W = -0,9 
MPa y T3, W = -1,0 MPa, durante la temporada 2014, sin Iluvias durante este periodo. El estado 
hidrico fue controlado semanalmente mediante una camara de presiòn de tipo Scholander. Se 
usaron 6 hileras (repeticiones), donde se encontraban los tres tratamientos de riego. De cada 
unidad experimental, consistente en un grupo de 7 plantas, se obtuvo una muestra compuesta 
de 50 bayas de diferentes partes de los racimos. Se determinaron 5 fechas de muestreo desde 
envero hasta la cosecha comercial de la uva. 


La determinacién de los compuestos fenélicos desde las pieles de las uvas se realizò 
mediante dos extracciones sucesivas, la primera con una solucién metanol:agua (80:20 v/v) y 
la segunda con una solucién acetona: agua (80:20 v/v) con agitacién por 1 hora en ambas 
oportunidades y posteriormente se realizaron los andlisis fenélicos de fenoles totales 
mediante absorbancia a 280 nm usando àcido gdlico como estàndar (4); taninos totales 
mediante precipitacién con metilcelulosa (5); antocianos totales usando el método de 
Ribéreau-Gayon y Stonestreet (6) y fraccionamiento de proantocianidinas por extraccibn en 
fase sélida mediante cartuchos Sep-Pak Plus tC;g (7). Se analiz6 el peso de 50 bayas, peso de 
pieles, acidez titulable (g àc. tartàrico/L), pH y sélidos solubles (°Brix). 


3. Resultados 


EI peso de 50 bayas variò entre 48,9 a 59,0 gramos, mientras el peso de las pieles 
presentò un rango entre 4,6 y 7,1 gramos, aumentando durante la maduraciòn de la uva. Se 
observò un aumento del pH durante la maduracién (2,6 a 3,6) y una disminucién de la acidez 
titulable (3,0 a 15,4 g éc. tartàrico/L), ademéàs de un aumento en el contenido de sélidos 
solubles con rangos entre 12,9 a 21,6 °Brix, sin observar diferencias en ninguno de los 
paràmetros mencionados. 

EI contenido de fenoles totales aumentò durante la maduracién de la uva con un rango 
entre 14,03 + 0,15 a 21,09 + 0,63 mg EAG/ g pieles (EAG: equivalente àcido gélico). Se observa 
una mayor concentracibn en tratamientos més restrictivos en algunas fechas de muestreo, 
aunque no en la cosecha. 

Por otra parte, el contenido de antocianos totales mostrò un aumento durante la 
maduracién con rangos entre los 2,93 + 0,23 a 12,72 + 0,54 mg malvidina/g pieles, sin 
diferencias. 


EI contenido de taninos totales (Figura 1) disminuye durante la temporada, aunque 


con un leve aumento 25 dfas después de envero hasta la cosecha, donde el tratamiento menos 
regado (T3) presentò un mayor contenido de taninos totales en las pieles de las bayas. 
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Taninos totales 
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Dias después de envero 


En el fraccionamiento de proantocianidinas, los resultados mostraron que durante la 
maduracién disminuyeron los monémeros de flavanol, con concentraciones entre los 0,03 + 
0,01 a 0,41 + 0,01 mg/g pieles, sin diferencias entre tratamientos. En cuanto a la fraccién 
oligomérica, hubo una disminucién en T1 y T3 y un aumento en T2 durante la maduracién, 
ademés T2 presentò la mayor concentracién de oligémeros en la cosecha de la uva, donde las 
concentraciones variaron entre 0,22 + 0,05 a 0,97 + 0,19 mg/g pieles. 


Fracciòn polimérica 
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Dias después de envero 


Finalmente, en la Figura 2 se puede apreciar el comportamiento durante la 
maduracién en el contenido de polimeros de flavanol, observando que T3 presentò las 
mayores concentraciones de polimeros. 


La proporcibn de las diferentes fracciones estudiadas fueron las siguientes: 
monbmeros, 0,6%, oligémeros, 2,4% y polimeros 97,0%. Se pudo apreciar que hubo 
diferencias en concentracién pero no en la proporcién de las diferentes fracciones durante la 
maduracién de las uvas. 
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4. Conclusiones 


EI déficit hidrico afecté la composicién quimica de las pieles de las bayas de Cabernet 
Sauvignon, especialmente en lo que se refiere a la concentracién de proantocianidinas, con 
méàs taninos totales y polimeros de flavanol en el tratamiento més restrictivo de riego. Estos 
resultados sugieren que el déficit hidrico aplicado podria tener impacto sobre la calidad del 
vino, debido a una mayor concentracién en metabolitos, ya que las fracciones de flavanoles 
pueden producir diferencias en las propiedades sensoriales de los vinos, tales como la 
astringencia y amargor. 
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1. Introducciòn 


La variedad Albillo es una uva blanca de cultivo tradicional en la subzona de San Martin 
de Valdeiglesias dentro de la D.0.”Vinos de Madrid”. Entre los afios setenta y ochenta del siglo 
pasado comienza su disminucién al desaparecer el mercado, como uva de mesa, al que iba 
destinada en su mayor parte a Madrid, llegàndose hasta las 231 Has actuales registradas en la 
D.O. Asi, en pocos afios se ha pasado de una cosecha habitual de 200.000 Kg, a registrarse 
70.414 Kg en 2014 y un total de vino calificado de 46.220 litros en las bodegas acogidas a la 
D.O. (CRDO “Vinos de Madrid”, 2015). 


En los ùltimos afios hay un mayor interés por potenciar variedades autéctonas y 
algunas bodegas del sector vinicola estàn apostando por su recuperaciòn. Se pretende conocer 
mejor las caracteristicas de la variedad y ensayar, a lo largo de la maduracién, un método 
novedoso para evaluar el contenido global de aromas varietales a través del indice del 
potencial aromàtico varietal (IPAv) que podria aplicarse en el control de cosecha en bodega. 


La variedad Albillo fue considerada tradicionalmente bastante neutra aunque hay 
estudios que sugieren que tiene notas interesantes de flavor (Mufioz Organero y Ortiz, 1997; 
Jurado et al., 2002; Sàanchez-Palomo et al., 2006, 2007a). Sànchez-Palomo et al., (2007b) 
encuentran incrementos notables en terpenos, norisoprenoides y derivados bencénicos al 
elaborar vinos con maceracién prefermentativa y definen las caracteristicas sensoriales de 
estos vinos con notas dulces, melocotén, albaricoque y manzana verde con mayor intensidad 
de frutosidad y cuerpo que los vinos tradicionales. 


EI indice de Potencial Aromdtico varietal (IPAv) (Salinas et al., 2012; Serrano et al., 
2014) puede ser una herramienta adecuada para el seguimiento de la maduracidn de la uva y 
evaluar el aroma potencial de la variedad. Los precursores glicosilados del aroma estàn 
formados por una aglicona volàtil unida a una molécula de glucosa por enlace glicosidico que 
se puede romper por hidrélisis acida o enzimatica ofreciendo la aglicona y la glicosil-glucosa 
(glucosa G-G). El potencial aromàtico de las uvas puede ser estimado mediante la medida de 
las agliconas volàtiles o de la glucosa G-G, las cuales se encuentran en cantidades 
equimoleculares. La medida de las agliconas de muchos compuestos complica la 
determinacién, por ello medir la glucosa G-G es la forma màs rapida y fàcil de evaluar el 
potencial aromatico de la uva, lo que permite tomar decisiones a corto plazo en las bodegas. 
Es sabido que estas agliconas contribuyen de forma positiva al aroma (Serrano et al., 2014), 
donde la mayor parte de los volàtiles liberados corresponden a terpenos, norisoprenoides y a 
derivados bencénicos especialmente en variedades aromaticas (Salinas et al., 2012). 


EI objetivo de este trabajo es el conocimiento de las caracteristicas de la variedad a lo 
largo de la maduraciòn, la posible influencia del medio y forma de cultivo en los valores 
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resultantes de la determinacién del fndice del potencial aromatico varietal (IPAv) y su posible 
aplicacién al control de maduracidn de Albillo en bodegas comerciales. 


2. Material y métodos 


La uva Albillo procedîa de cinco parcelas, tres de ellas en San Martin de Valdeiglesias y 
dos en Cadalso de los Vidrios. Se han buscado diferentes entornos, alturas (entre 656m y 
842m) y modos de cultivo representativos para el estudio de la variedad. Asî, hay parcelas 
tradicionales podadas en vaso, incluso asociadas a olivos e higueras, con cepas de 70 afios, 
parcelas formadas en espaldera con 15 afios y las hay sobre suelos en ladera, en cerro y 
también en vega sobre terreno mas fértil. 

Los muestreos fueron semanales segùn el método de RibereauGayon et al., (2003). Se 
determinò el 2Brix con un refractémetro Atago PR-100 y se calculò mediante tablas el grado 
alcohélico probable (GAP). El pH y la acidez total se midieron segùn métodos de la OIV y se 
calculé el indice de Madurez Tecnolégica (IMT) como el cociente entre la cantidad de azùucar 
(g/L) y la acidez total (g/L de àcido tartàrico). Los cationes se midieron por Absorcién Atémica 
en un equipo Varian AA240 FS siguiendo los métodos de la OIV. El ndice de Potencial 
Aromàtico Varietal (IPAv) se determiné a partir del kit de reactivos IPAv de la firma 
Teknokroma, basado en los métodos desarrollados por Salinas et al. (2012) y Serrano et al. 
(2014). Se hicieron microvinificaciones, por triplicado, de tres de las parcelas estudiadas. 


3. Resultados 


La tabla 1 recoge datos de maduraciòn de Albillo en 2014. Los valores de 2Brix y GAP 
muestran su capacidad para lograr altos contenidos de azùcar y, especialmente, su caràcter 
extra temprano en alcanzarlos en un afio que ha resultado algo tardîo, asi, madura un mes 
antes que el resto de variedades tradicionales en la zona. Los niveles de pH son adecuados. Los 
valores de acidez total son insuficientes y se necesitarà corregir los mostos. Los niveles medios 
de acido méàlico medidos en mosto tras la vendimia, han sido de 1,3 g/L. Los valores de IMT 
confirman el caràcter de una variedad con escasa acidez y altos niveles de azùcar. Los niveles 
de cationes podemos se consideran normales, si bien los niveles de potasio contribuyen a un 
pH superior al deseable en los mostos en bodega. 

Las figuras 1A y 1B muestran la evolucién del IPAv a lo largo de la maduraciòn para las 
cinco parcelas estudiadas. Se muestra un incremento inicial seguido de una zona casi plana, de 
modo similar a lo indicado por Bayonove et al. (2003), y un nuevo aumento en la zona proxima 
a la vendimia, coincidiendo con Serrano et al.(2014). Se observa igualmente un cierto 
paralelismo entre el IPAv y el GAP. Se ha de comprobar si se repite este paralelismo en afios 
sucesivos ya que seria de utilidad para el control en bodega de la vendimia de manera sencilla. 

Los valores de IPAv son similares en las parcelas cultivadas en modo y entornos mas 
tradicionales, mientras que en el paraje de Nava Redonda, sobre terreno de vega, màs fértil, 
espaldera, menor insolacién y mayor produccién, la madurez y los valores de IPAv son 
inferiores. 

Las parcelas cultivadas de forma tradicional y en las ubicaciones ancestrales muestran 
valores superiores de madurez y también de IPAv. Todas ellas en secano y podadas en vaso 
excepto la parcela de La Mina, formada con dos brazos en espaldera. En todos estos casos la 
orientacién es S-SO sobre suelos àcidos, pobres, muy drenantes. Sin embargo en Nava 
Redonda, la parcela està sobre un suelo fértil, de vega, profundo, igualmente granitico y 
arenoso en un valle con orientacién aproximada E-O, con menor insolacién y las vides, 
formadas en espaldera con dos brazos, lo que contribuye a su mayor produccién. 
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En el andlisis sensorial de los vinos elaborados, un panel de ocho catadores encontrò 
en catas descriptivas diferencias con significacién estadistica en intensidad de aroma global 
entre los vinos de Nava Redonda y La Mina, a favor de éste. Ademàs, se apreciaron también 
entre Nava Redonda con La Mina y Camacha, en intensidad de color y en intensidad de fruta 
en boca. En ambos casos se puede pensar que responde a la menor madurez de los vinos de 
Nava Redonda, pero es posible que el mayor valor de IPAv en La Mina se haya reflejado en la 
superior intensidad de aroma global y en frutosidad en boca, lo que requiere comprobacién en 
sucesivas campafias. 

Tabla 1.- Datos de maduracién de Albillo de las cinco parcelas: Camacha, Nava 
Redonda y Pefia Caballera (S. Martin de Valdeiglesias) y La Mina y Lancha de la Osa (Cadalso de 
los Vidrios) en 2014. 2Brix, GAP (grado alcohélico probable); pH; Acidez total (g/L àcido 
tartàrico); azùcar (g/L); IMT (indice de Madurez Tecnolégica); mg/L de Calcio, Magnesio y 
Potasio. (IMT: cociente entre la cantidad de azùcar (g/L) y la acidez total (g/L)). 
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Figura 1.-.- Evolucién a lo largo de la maduracién de valores medios de IPAv (fndice de 
Potencial Aromatico Varietal) y desviacién estàndar; GAP (Grado Alcohélico Probable) e IMT 
(fndice de Madurez Tecnolégica) para la uva Albillo en 2014 procedente de Fig 1A, Cadalso de 
los Vidrios y Fig. 1B, de San Martin de Valdeiglesias. 


4.- Conclusiones 


- La variedad Albillo muestra un comportamiento muy temprano, por lo que es necesario 
controlar el ritmo de maduracién para evitar que alcance niveles de azùcar demasiado altos 
con escasa acidez total. 
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- El IPAv (fndice de Potencial Aromàtico Varietal) ha mostrado un desigual pero continuado 
aumento a lo largo de la maduracién, alcanzando el valor màs alto en las fechas préximas a 
vendimia. Se observa, durante la maduracién, un cierto paralelismo del IPAv con el GAP. 

- Los modos de cultivo y entornos tradicionales de la variedad han ofrecido mayores niveles 
de madurez y de IPAv frente al desarrollado sobre suelo més fértil y con mayores 
producciones. 

- El IPAv puede ser una herramienta util en bodega para el control del potencial aromàtico 
varietal, permitiendo una mejor seleccibn de las uvas y la designacién de un adecuado 
momento de vendimia. 
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RESUMEN: 


En el ensayo se evalùa el efecto acumulativo de la presién de turgencia a través de la 
integral de estrés hidrico (Sy) en Vitis vinifera (L.) cv. “Albarifio” (2010-12) sobre el 
crecimiento vegetativo y los parametros productivos. Se evaluaron tres tratamientos: 
secano (R), riego por goteo superficial (DI) y subsuperficial (SDI), en una parcela comercial 
en (Galicia-Espafia). Se determinaron los potenciales: hidrico foliar y osmético (midday), con 
un water activity meter (WP4), y la presibn de turgencia; ademéàs de paràmetros de 
crecimiento y productivos. Los resultados muestran diferente evolucibn de la Sup, 
presentàndose més estresadas las cepas R, frente a las cepas regadas, especialmente para 
SDI. En floracibn se obtuvo una buena relacibn entre Sy vs. longitud del entrenudo 
(r°=0,88). El empleo de Sy se presenta como una herramienta util permitiendo englobar el 
efecto acumulativo conjunto del potencial hidrico foliar y el potencial osmético. 


Palabras clave: estrés hidrico, integral estrés hidrico, paràmetros de crecimiento, 
produccién, water activity meter 


1. Introducciòn 

Niveles de estrés màs o menos severos pueden comprometer el estado del vifiedo, 
tanto a nivel de microclima del canopy y crecimiento vegetativo como a nivel produccién, en 
aspectos cualitativos y cuantitativos, y al metabolismo de los frutos (Acevedo-Opazo et al., 
2010). Hardie y Martin (2000) destacan que mediciones directas del estado hidrico de la vid 
aportan informacién de referencia para la prediccibn de la respuesta fisiolbgica a la 
disponibilidad de agua, siendo necesario obtener paràmetros complementarios para su uso 
como indicadores del estado hidrico, tales como: crecimiento de los sarmientos o elongacién 
del entrenudo. Como paràmetros productivos, Ferreira et al. (2002), Shellie (2006) o Fandifio 
et al. (2014) destacan la producciòn y el numero de racimos por cepa, asi como el peso del 
racimo como indicadores. El objetivo de esta investigacibn durante tres a (2010-12) es: la 
evaluacién del efecto acumulativo de la presién de turgencia cuantificado a través de la 
integral de estrés hidrico en Vitis vinifera (L) cv. “Albarifio”, sobre el crecimiento vegetativo y 
los paràmetros productivos; y el establecimiento de relaciones entre los paràmetros. 


2. Material y métodos 


La investigacibn ha sido realizada en un vifiedo comercial Vitis vinifera (L.) cv. 
"Albarifio" perteneciente a la DO "Rifas Baixas", situado en Salvaterra do Mifio (Galicia, NO 
Espafia) durante tres campafias (2010-2012). Las cepas de 25 afios de edad, sobre portainjerto 
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"19617C", se encuentran dispuestas en bancales, en un marco de 1,5 x 3 m. Se consideraron 6 
plantas de los tratamientos: secano (R) riego por goteo superficial (DI) y subsuperficial (SDI). 


Durante el periodo de marzo a septiembre se midié el potencial hidrico foliar en 
condiciones de midday tomando hojas del tercio medio del pàmpano, sanas, adultas, sin 
presencia de alteraciones y expuestas. Sobre las mismas hojas, se determinò el potencial 
osmético mediante un proceso de congelacién-descongelacién en nitrégeno liquido, en ambos 
casos se empleé un water activity meter (WAM) (Martinez et al., 2011, 2013) modelo WP4 
(Decagon Device, Inc.). Con ambos parametros se determinò la presién de turgencia (W,). 


La duraciòn e intensidad del estrés hidrico foliar se determinò mediante el càlculo de la 
integral de estrés hidrico (Sy), definida por Myers (1988): 


Sy=| Y(PGi+1-0)n | a 


siendo W; ;.1 la media del potencial hidrico foliar para el intervalo i, i+1; c es el valor 
méaximo del potencial en la campafia considerada y n es el numero de dîas del periodo 
considerado (en los diferentes estados fenolégicos). Dado que la W, se trata de un valor 
positivo, se realiza una reinterpretacién sobre la definicibn de Myers, de modo que a menor 
valor de Sy, menor valor de W, y, por tanto, mayor estrés tendrà la planta. 


Durante los periodos de floracién y cuajado, hasta el despunte, se determinaron los 
paràametros de crecimiento, longitud de sarmiento (S) y longitud de entrenudo (E), sobre uno 
de los sarmientos de cada cepa. En vendimia se procedié a la cuantificacién de los paràametros 
productivos, nùmero de racimos (N), peso por racimo (W) y producciòn por cepa (Y). El andlisis 
estadistico de los diferentes tratamientos se realizé mediante un ANOVA (SPSS statistical 
package, SPSS, Chicago, IL, USA) utilizando el test de Duncan (P<0.05), y regresiones lineales. 


3. Resultados 


La integral de estrés hidrico para la presién de turgencia (Syp) muestra una diminucién 
de la misma al evolucionar las campafias, con valores minimos medios alcanzados en vendimia 
para los tres afios considerados (Tabla 1), momento en que se presenta una menor hidratacién 
a nivel foliar en las cepas. De los cuatro periodos considerados esta hidratacién es mayor en 
floracién, un 93,9 % en R, un 91,5% en DI y un 88,52% en SDI. 


Tabla 1. Valores medios de la Sy a mediodia segùn tratamiento y periodos. 2010-2012 


ESTADOS FENOLÒGICOS TRATAMIENTO 
R DI SDI 
Floraciòn 12,30+2,12 13,48+2,07 15,16+1,00 
Cuajado 2,83+1,76 3,06+2,22 4,58+2,74 
Envero 1,41+1,09 2,25+1,19 3,24+1,04 
Vendimia 0,75+0,16 1,15+0,97 1,74+0,79 


R: sin riego, DI: riego por goteo superficial, SDI: riego por goteo subsuperficial 
Los resultados son coincidentes con los aportados por Martinez et al. (2014) para la 
integral del estrés hidrico del potencial hidrico foliar de predawn y midday, en tratamientos de 
secano y regadîo, con una mayor nivel de hidrataciòn en SDI frente a DI. 


La determinacién de los parametros de crecimiento de entrenudo medios (E) (Tabla 2) 
han mostrado un crecimiento més ràpido en las cepas SDI al inicio de la campafia (7,50 cm), 
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respecto a DI y R, indicando la relevancia de una mayor disponibilidad de agua en el desarrollo 
del sarmiento. En cuajado, las cepas R se ven reducidas nuevamente (7,04 cm) frente a las 
cepas regadas. A nivel de crecimiento total de sarmiento (S), las cepas DI se presentan como 
las màs vigorosas en crecimiento vegetativo medio tanto en floracién como en cuajado (107,1 
y 244,8 cm) respecto a las cepas R (87,1 y 146,0 cm). Destacar que las cepas SDI presentan la 
menor longitud total en ambos periodos, indicando, a priori, la presencia de un menor numero 
de nudos en los sarmientos. Hardie y Martin (2000) registraron un mayor crecimiento de S en 
cepas regadas frente a cepas R en cv. "Gewirztraminer" y Acevedo-Opazo et al. (2010) en cv. 
"Cabernet Sauvignon" mostraron que a menor estrés se obtuvieron mayores S y E. 


Tabla 2. Paraàmetros de crecimiento medios segùn tratamiento. 2010-2012 


PARAMETROS ESTADO TRATAMIENTO 
PRODUCTIVOS FENOLÒGICO R DI SDI 
È Floracién 5,06+0,62° 6,12+1,94° 7,50+1,06° 
Cuajado 7,04+2,06° 14,75+10,25° 9,75+2,48° 
E Floracién 87,12+14,67° 107,12+30,94° | 87,31+13,17° 
Cuajado 145,97+25,14° | 244,75+78,13° 68,25+12,37° 


R: sin riego, DI: riego por goteo superficial, SDI: riego por goteo subsuperficial, E: longitud entrenudo 
[cm], S: longitud sarmiento [cm] 
Valores seguidos de igual letra en fila no difieren estadisticamente segùn test de Duncan (p<0,05) 


Los paràmetros productivos registrados en el momento de la vendimia (Tabla 3) 
muestran, para el periodo considerado, una mayor producciòn media (Y) en las cepas SDI y con 
racimos de peso (W) superior, respecto a DI y R. Por el contrario, las cepas en secano pese a 
presentar los racimos de menor W, son los méàs numerosos por cepa (N) con diferencias 
significativas con DI. 


Tabla 3. Paràmetros productivos medios segùn tratamiento. 2010-2012 


PARAMETROS PRODUCTIVOS R DI SDI 
N 84,83+13,65° 52,50+13,81° 77,33+17,18°° 
W 54,42+23,98° 61,67+22,88° 90,03+48,02° 
Y 4,89+2,39° 3,44+1,70° 7,53+4,95° 


R: sin riego, DI: riego por goteo superficial, SDI: riego por goteo subsuperficial, N: nùmero de racimos 
[racimos], W: peso del racimo [g], Y: producciòn [kg] 
Valores seguidos de igual letra en fila no difieren estadisticamente segun test de Duncan (p<0,05) 


Estos resultados concuerdan con los aportados por Ferreyra et al. (2002) en cv. 
"Cabernet Sauvignon", en donde al incrementar la dosis de riego se incrementaron N e Y; o 
Shellie (2006) en cv. "Merlot" en donde se incrementò tanto Y como W. Fandifio et al. (2014) 
en cv. "Mencia" obtuvieron una mayor Y, W y N en SDI frente a R o DI. 


Tabla 4. Regresiòn lineal entre Sypy los paràmetros productivos y crecimiento. 2010-2012 


VARIABLE ESTADO ; ) 3 

EPA INDA | EENALOGICO ECUACION DE REGRESION* ri 
W W=17,98 (0,914-35,05) Syp-176,70 (-411,54-58,13) | 0,68 
Velli Floracién Y=1,52 (-0,57-3,62) Syp-15,93 (-44,80-12,93) 0,50 
, sii E=0,74 (0,37-1,11) Syp-3,92 (-9,00-1,16) 0,88 
Cuajado E=2,09 (-1,63-5,81) Syp-0,66 (-17,86-19,18) 0,38 


W: peso racimo [g], Y: produccién [kg], E: longitud entrenudo [cm]. “Intervalo de confianza al 95% 


La tabla 4 muestra las relaciones significativas entre los paràmetros de crecimiento y 
producciòn con Syp. Destacar para los parametros productivos la existencia de la relacién en el 
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periodo de floracién entre Syp vs. W (r?=0,68) y entre Sup VS. Y (r?=0,50). Por el contrario, 
Unicamente con E se ha establecido relacién con Syp en floracibn (r?=0,88) de alta fiabilidad. 


4. Conclusiones 


EI empleo de la integral del estrés hidrico medida a través de la presién de turgencia 
(Sup) se presenta como una herramienta util en la determinacién de la influencia del estrés 
acumulado en vifiedos cv. "Albarifio". Se han presentado diferencias significativas entre 
tratamientos tanto a nivel de paràmetros de crecimiento como productivos, indicando un 
mayor confort hidrico en cepas regadas, especialmente en el tratamiento SDI. El empleo de la 
W, frente a la utilizacibn del potencial hidrico foliar permite la evaluaciòn de la influencia 
conjuntamente con el potencial osmético, relevante a nivel de mantenimiento de la 
hidratacién del cultivo en condiciones edafolégica y ambientalmente desfavorables, mediante 
el "ajuste osmético". La obtencién de relaciones entre estos paràmetros con la Sup facilita la 
evaluaciòn del estado hidrico de un vifiedo, asî como predecir la produccién en vendimia. 
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RESUMEN: 

EI objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia del abonado con subproductos del 
esquisto pirobituminoso, como alternativa a la fertilizacibn tradicional de vifiedos 
brasilefios, en la composicién fenélica de los vinos. La experiencia se realizé en 2 parcelas 
experimentales de Cabernet Sauvignon que fueron tratados con dos tipos de subproductos 
de esquisto: los finos de esquisto y la caliza de esquisto. El andlisis de los compuestos 
fendlicos (antocianicos, no antocianicos y piranoantocianos) se realizé mediante HPLC- 
Masas. Los vinos procedentes de los tratamientos con finos de esquisto tuvieron mayores 
concentraciones de antocianos. En general los vinos control en los que se utilizé un abonado 
tradicional tuvieron un menor contenido de antocianos y piranoantocianos que los vinos 
experimentales. 


Palabras clave: Abonado, Cabernet Sauvignon, compuestos fendlicos 


1. Introducciòn 

En Brasil, la acidez de los suelos y los bajos niveles de fésforo son algunas de las 
principales limitaciones edaficas en la produccién de uvas de calidad (Melo, 2006). Los suelos 
àcidos, en general, se manifiestan con eficiencias en la absorcién de calcio y magnesio, lo que 
afecta al desarrollo de las raices y la productividad de las plantas. El “encalado” de los suelos 
es una técnica comùnmente utilizada por los viticultores brasilefios, mediante la aplicacién 
enmiendas calcàreas, para neutralizar la acidez y mejorar las caracteristicas quimico-fisicas del 
suelo. 

El uso de los subproductos del esquisto pirobituminoso puede ser una alternativa para 
la agricultura brasilefia, como sustituto parcial de los abonados tradicionales debido a que 
ellos contienen casi todos los macro y micro nutrientes esenciales para el desarrollo de las 
plantas. Con la utilizacién de una mezcla de subproductos de esquisto (50 % ER; 25 % FEy 25 % 
CE), denominada MBR, en el abonado de la vid, Malagi (2011), verificò una mayor 
disponibilidad de fésforo en los suelos de estos vifiedos. Resultados semejantes a estos fueron 
encontrados por Chaves & Vasconcelos (2006), que apuntan que las aplicaciones de 
subproductos de esquistos pirobituminosos no modificaron el pH del suelo, pero 
incrementaron los niveles de silicio y azufre. 


La concentracibn de los compuestos fendlicos (principalmente catequinas y 
epicatequinas) en las uvas estàn claramente afectados por algunos factores agroecolégicos, 
tales como la variedad de uva; el grado de madurez de los racimos; el afio de produccién; el 
lugar de produccién; la composicién quimica y la fertilidad de los suelos (Revilla et al., 1997). 
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Los suministros moderados de nitrégeno antes de la floracibn favorecen la sintesis de 
polifenoles de la uva (Keller & Hrazdina, 1998). La nutricién adecuada de potasio ayuda a 
aumentar tanto el color como el contenido polifenélico en uvas (Delgado et al., 2004). 


Sin embargo, se ha observado que el aumento del suministro de nitrégeno en vifias 
disminuye la concentracibn de antocianos en los mostos y vinos resultantes en algunas 
variedades de uva como Pinot Noir y Merlot (Hilbert et al., 2003). Por otro lado niveles 
moderados de nitrégeno favorecen la formacién de flavonoides (Keller & Hrazdina, 1998). 


La nutricién adecuada de potasio ayuda a aumentar tanto el color como el contenido 
de polifenoles en la uva. Estos hallazgos estàn de acuerdo con los resultados encontrados por 
Boonterm et al., (2010), que relacionan los tratamientos con altas tasas de nitrégeno y potasio 
en vifiedos de la variedad Cabernet Sauvignon con altos niveles de compuestos polifendlicos 
en las uvas. 


Dado que el uso de los subproductos del esquisto pirobituminoso, ha demostrado su 
eficacia en agricultura, el objetivo de este trabajo fue el empleo de los subproductos de 
esquisto en diferentes formulaciones para el abonado de vifiedos de Cabernet Sauvignon y el 
estudio de su influencia en la composicibn fenélica de los vinos obtenidos a partir de las uvas 
de las parcelas experimentales. Este estudio se realizé durante dos vendimias consecutivas. 


2. Material y métodos 


EI experimento fue realizado en 2 vifiedos de Cabernet Sauvignon en el centro de 
investigaciòn — EPAGRI (Brasil): 


Vifiedo I: fue evaluado el potencial de la Caliza de Esquisto (CE) como neutralizador de 
la acidez del suelo, utilizado solo, o en combinaciones con las Calizas Convencionales (CC). 
Dosis utilizada: 1CX= 0 + 0 Kg ha ® de CE + CC; 2CX= 1000 + 3000 Kg ha de CE + CC; 3CX = 2000 
+ 2000 Kg ha® de CE + CC; 4CX = 3000 + 1000 Kg ha® de CE + CC; 5CX= 4000 + 0 Kg ha! de CE + 
CC; 6CX = 0 + 4000 Kg ha"! de CE + CC. 


Vifiedo II: fueron evaluados diferentes dosis de Finos de Esquisto (FE) en combinacién 
con diferentes dosis de Caliza de Esquisto (CE). Dosis utilizada: 1IMBR=— 0 + 0 Kg ha! de FE + 
CE; 2MBR = 120 + 120 Kg ha! de FE +CE; 3MBR = 1680 + 120 Kg ha! de FE + CE; 4MBR = 120 + 
1680 Kg ha de FE + CE; 5MBR = 1680 + 1680 Kg ha de FE + CE; 6MBR = 900 + 900 Kg ha! de 
FE + CE. 


Las vinificaciones fueron Ilevadas a cabo en depésitos de polipropileno con capacidad 
para 50 L y con control de temperatura. 


EI analisis de compuestos fenélicos se realizé por cromatografia liquida de alta 
resolucibn utilizando un cromatégrafo HPLC modelo Agilent 1100, equipado con un detector 
de fotodiodos alineados - DAD (G1315B) y acoplado a un espectrémetro de masas con trampa 
ibnica (G2445C) VL con sistema de ionizaci6n por electroespray (ESI-MS"). La preparaciòn de la 
muestra y condiciones cromatogràficas para el andlisis de compuestos antocianicos y no 
antocianicos fueron realizadas segun el método de Castillo-Mufioz et al., (2007). 
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3. Resultados 


En general las muestras de vino de la vendimia 2011 tuvieron mayor cantidad de 
compuestos fenélicos que las de la vendimia 2010, la cual se caracterizé por una mayor 
pluviosidad. Igualmente las muestras de vino correspondientes a la experiencia de abonado 
con mezclas de finos de esquistos con caliza de esquisto (muestras MBR) tuvieron mayores 
concentraciones de estos compuestos. 


En la experiencia de abonado con caliza de esquistos frente a la caliza convencional 
(Muestras CX), se observò que los compuestos de tipos no antocianico (àcidos 
hidroxicinamicos, estilbenos y flavonoles) no presentaron muchas diferencias significativas 
entre las distintas muestras. El vino 2CX destacé por su mayor concentracién de compuestos 
antocianicos y no antocianicos, mientras que el 5CX (procedente de parcelas abonadas con 
una mayor cantidad de caliza de exquistos) presenté una elevada concentracién de antocianos. 
En la experiencia con mezclas de finos y caliza de esquistos (MBR) los controles fueron los que 
mostraron menor cantidad de estos compuestos en las dos vendimias, siendo las muestras 
2MBR y 3MBR las que presentaron mayores cantidades de antocianos y piranoantocianos. 


Diversos autores han observado que el adecuado abonado de las vifias con la 
aportacién de nutrientes requeridos por la planta influye positivamente en la composicién 
fendlica de los vinos, especialmente en la cantidad de antocianos (Delas et al., 1991, (Keller et 
al., 1999, Hilbert et al., 2003; Boonterm et al., 2010). 


EI analisis de componentes principales aplicado a los compuestos fenélicos de todas las 
muestras de la vendimia 2010, obtuvo una varianza explicada de un 78 % entre las tres 
primeras componentes. La proyecciébn de las muestras en el plano formado por las dos 
primeras componentes principales (Figura 1) pone de manifiesto la diferenciacién entre las 
muestras tratadas con caliza (CX) que se encuentran a la derecha del eje horizontal 
(componente principal 1) y las tratadas con matrices MBR, ubicadas a la izquierda de este eje. 
Los compuestos correlacionados con este eje son principalmente compuestos antocianicos, los 
cuales estuvieron presentes en mayores concentraciones en las muestras tratadas con 
matrices MBR. 


La componente principal 2 separa las muestras dentro de cada tratamiento en base a 
dos flavonoles: la laricitrina y la Isorhamnetina, que al presentar coeficientes negativos se 
encontraran en mayores cantidades en las muestras situadas en la parte negativa del eje 
correspondiente a la componente principal 2 (muestra 1MBR y 6MBR). Un resultado 
semejante se observò cuando se aplicò el mismo andlisis a los datos de compuestos fenélicos 
de la vendimia 2011, donde de nuevo los compuestos més correlacionados con este eje son los 
antocianos, pero en este caso las formas acetiladas. 


4. Conclusiones 


EI efecto del abonado se ha puesto de manifiesto a través de las diferencias 
encontradas entre los vinos de la experiencia del abonado con caliza de esquisto (CX) y con 
matrices MBR, presentando esos ùltimos mayores concentraciones de antocianos. Por lo que 
el uso de los subproductos (finos de esquisto) puede ser muy interesante para la sustitucién de 
los abonados tradicionales con caliza, siendo ademés de bajo coste al provenir de una industria 
de gran producciòn en Brasil y con alta cantidad de residuos. 
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Figura 1: Angdlisis de Componentes Principales de los compuestos fendlicos de los vinos procedentes de 
la experiencia de abonado con caliza (CX1-6) y con finos de esquistos (MBR1-6). Vendimia 2010. 
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RESUMEN: 


EI Acido Abscisico (ABA) es una fitohormona que aumenta su concentracién bajo 
condiciones de estrés. En la vid, la descarga del floema en bayas cambia de pasiva a activa 
en el momento de envero, precedido por el aumento de ABA y la expresién de genes para 
proteînas de descarga de floema. En hojas, el ABA disminuye la conductancia estomatica, 
pero nada se sabe de su modulacién en la carga del floema en esta especie. Es por esta 
razòn que el objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del ABA exégeno en 
hojas sobre la fotosintesis, concentracién de sélidos solubles y carbono no estructural, 
sobre bayas, en la concentracién de azùcares solubles, y en hojas y frutos, la expresién de 
genes para proteînas de transporte de azùcares. Se utilizaron plantas del cv. Carménère, 
de un vifiedo comercial del Valle del Maipo, zona central de Chile, con dos ensayos 
independientes: E1: se pulverizò una solucibn de ABA de 170 mg/L sobre hojas por ambos 
lados de la espaldera y en E2: se aplicò una concentracién de 85 mg/L sobre bayas. Los 
resultados mostraron que en E1, disminuyò la fotosintesis, transpiracién y conductancia 
estomatica a lo largo del dia y durante la temporada, disminuyendo la concentraciòn de 
almidén en hojas pero sin cambios en la abundancia de transcritos para transportadores 
de azùcares. En E2, en tanto, el ABA acelerò transitoriamente la descarga de azùucares en 
bayas, aumentando la expresién de genes de transporte de sacarosa y hexosas. No se 
observaron efectos a nivel de hojas en aplicaciones a la baya, ni en bayas en aplicaciones 
foliares de ABA. Nuestros resultados sugieren que el ABA actùa de manera tejido- 
especifico, induciendo genes de transporte de azùcares solo en bayas. 


Palabras clave: Particibn de carbono, cierre estomàtico, fotosintesis. 


1. Introducciòn 


Las vides de interés enolégico usualmente se someten a manejos de estrés hidrico, ya 
que mejora la calidad de la baya (Van Leeuwen et al., 2009). Esto induce la acumulacién de 
Acido Abscisico (ABA), el cual regula respuestas adaptativas al estrés en plantas, como el cierre 
estomàtico, evitando la pérdida de agua por transpiracibn pero mermando el crecimiento 
vegetal debido a la reducciòn en la capacidad de fijacibn de carbono en la planta (Flexas et al., 
2009). El carbono fijado puede ser cargado en el floema de manera simplàstica, en que la 
sacarosa difunde a través de plasmodesmos por gradiente de concentracién, o apopléàstica, por 
medio de proteînas transportadoras acopladas a gasto energético. (Ainsworth y Bush, 2011). 
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A nivel de bayas, en vid se ha demostrado un cambio adaptativo, desde una descarga 
simplastica a la apoplàstica en el momento de envero, a inicios de la maduraciòn (Zhang et al., 
2006). Asi mismo, se ha observado que aumentos en la concentracibn de ABA, ya sea por 
aplicaciones exégenas, o bien inducidas por estrés hidrico, aceleran la entrada de azùcares a la 
baya, asociado a un aumento y adelantamiento en la induccién de genes que codifican para 
protefnas de transporte (Giribaldi et a/., 2010; Pastenes et al., 2014). Asî mismo, se sabe que la 
capacidad fotosintética de las hojas està en parte asociada a la magnitud de la demanda de 
carbono a nivel de bayas y que, al mismo tiempo, la capacidad de las bayas de acumular 
azUcares està asociada a la capacidad fotosintética, especialmente en condiciones de estrés 
hfdrico (Pastenes et al., 2014). No es claro, sin embargo, si estas relaciones reciprocas fuente 
sumidero, en vides, son alteradas por efectos transitorios en la capacidad fotosintética o de 
acumulacién de carbono no estructural en bayas, producto de aplicaciones exégenas de ABA. 


2. Material y métodos 


Se montaron dos ensayos independientes, con 10 plantas cada uno, a las que se aplicò 
una solucién de ABA en dos concentraciones sobre hojas el dia 3 después de pinta (E1): (TO) 0 
uUL/L, (T1) 170 uL/L y sobre bayas 9 dias antes de pinta (E2): (TO) O uL/L, (T1) 85 uL/L. En ambos 
casos, el tratamiento control consistié en agua destilada y Tween 20®. Se establecieron 5 
fechas de muestreo por ensayo, correspondientes a los dias 9, 11, 16, 19 y 52 después de 
envero (DDE) para E1 y 5 dfas antes, 1, 10, 18 y 66 DDE para E2. Los anglisis en campo y la 
recolecciòn de muestras de hoja fueron realizados a las 9:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 17:00 horas 
de cada fecha y una vez al dia se tomaron 20 bayas de diferentes racimos. Todas las muestras 
fueron inmediatamente congeladas con nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas a - 
80°C. 


Se determiné simultàneamente fotosintesis, transpiracién y conductancia estomàtica 
utilizando un analizador infrarrojo de gases portàtil (CIRAS-2, PP-system, RU). Igualmente, se 
obtuvo el parametro Fv/Fm con un fluorimetro portàtil no modulado (Hansatech, RU), que 
indica el nivel de fotoinhibicién de la planta (Van Kooten y Snel, 1990). La concentraciòn de (S)- 
cis-ABA en hojas para E1 y bayas para E2, se determinò mediante un anglisis de ELISA indirecto 
(Walker-Simmons, 1987). 


Se analiz6 el peso, volumen, sélidos solubles (°Brix), pH y acidez total en bayas 
(recopilado por Bordeau y Scarpa, 1998). Ademés, se realizé una extraccién y cuantificaciòn de 
glucosa, fructosa y sacarosa en hojas y bayas y almidén en hojas mediante HPLC. 


Para determinar los niveles de expresién de los genes asociados a la sintesis de 
azUcares la sintesis del cCDNA fue usando el kit SuperScript"" Ill First-Strand Synthesis System 
PCR (Invitrogen). Las reacciones de qPCR fueron realizadas con Ligthcycler 96 utilizando kits de 
sybr green de ROCHE. 


3. Resultados 


La concentracién de ABA en las hojas asperjadas, disminuye en la temporada, siendo 
superior hasta 19 DDE comparado con el control. Esto disminuyò la conductancia estomàtica y 
por tanto la transpiraciòn, asi como la fotosintesis durante la mafiana por Este y en la tarde por 
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el Oeste (Figura 1), reduciendo la asimilacién diaria neta en todas las fechas por el lado Este y 
los dias 9 y 19 después de envero en el Oeste. Lo anterior no se tradujo en una fotoinhibicibn 
aparente en las hojas asperjadas, excepto de manera transitoria el dia 9 DDE por Oeste 
después de mediodia solar y por el Este a los 19 DDE en la mafiana (datos no mostrados). 


a (umoim * sd 


Ho 
Figura 1: Asimilacién de carbono (A) para TO: 0 uL/L y T1: 170 uL/L. Asteriscos y cruces indican 
diferencias significativas p<0,05 por el Este (E) y Oeste (O), respectivamente. 


Los analisis bàsicos de bayas en plantas con aspersiòn foliar de ABA (E1) no arrojaron 
diferencias significativas entre los tratamientos (datos no mostrados). 


La concentracién de azucares solubles y almidén, en hojas tratadas con ABA (Figura 2), 
fueron menores al control, resultando en una menor exportacién de carbono desde las hojas 
por ambos lados de la espaldera (Figura 3). 
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Figura 2: Concentraciòn de sélidos solubles para TO: 0 uL/L y T1: 170 uL/L. Asteriscos y cruces 
indican diferencias significativas p<0,05 por el Este (E) y Oeste (O), respectivamente. 


Figura 3: Exportacién de carbono desde las hojas para TO: 0 uL/L y 
T1: 170 uL/L. Asteriscos y cruces indican diferencias significativas 
p<0,05 por el Este (E) y Oeste (O), respectivamente. 


fa Giumna (rmmot mm” dia") 


La concentracibn de ABA en bayas aumenta hasta después de envero y luego se 
mantiene en la temporada, siendo superior en las bayas pulverizadas durante todas las fechas. 
EI ABA asperjado en bayas no afectò la conductancia estomatica de las hojas, la transpiracién 
ni la fotosintesis. En bayas, se observéò una mayor acidez en el testigo a los 10 DDE, 
consecuente con lo observado esa fecha y la siguiente en el pH. La concentracién de sélidos 
solubles fue mayor en las bayas tratadas con ABA respecto al control el 5 dias antes de pinta. 
EI contenido de azùcares solubles analizado por HPLC no presenta diferencias en la temporada, 
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sin embargo se observò un aumento en la expresién de los genes VvHT3 y VvHT5 para el 
transporte de hexosas y VvSUC12 y VvSUC27 para sacarosa en bayas. En las hojas asperjadas 
con ABA, no se observaron cambios en la abundancia de transcritos para proteinas de carga de 
floema. 


4. Conclusiones 


EI ABA aplicado en hojas provocò una disminucién en la conductancia estoméàtica y 
consecuentemente, la pérdida de agua por transpiraciébn fue menor, mermando la tasa 
fotosintética y con esto el total de carbono asimilado durante el dia, siendo las hojas del lado 
Este las màs afectadas. Asimismo, hubo una disminucién en la concentraciòn de azùcares 
solubles y almidén en hojas, resultando en una menor exportacién de carbono desde las 
mismas. El ABA aplicado en bayas aumentò la expresiébn de genes para transportadores de 
hexosas y sacarosa, sin efecto alguno sobre las hojas. Lo anterior sugiere que el ABA actùa de 
manera tejido-especifico. 
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RESUMEN: 


Un elevado numero de suelos con gran tradicién viticola se caracterizan por tener 
importantes contenidos de carbonatos de calcio y pH entre 7.5 y 8.5 que provocan un 
bloqueo de la absorcién de hierro, causando clorosis en la planta por inhibicibn de la 
sintesis de clorofila. Los mecanismos tradicionales de lucha contra la clorosis férrica en la 
vid han sido la utilizaciòn de pies resistentes y la adicibn de materia organica y quelatos de 
hierro. En algunos cultivos, sobretodo en invernadero, se ha observado un aumento del 
crecimiento de las plantas al regarlas con agua acidificada con CO). En el presente estudio 
se planteé la adicibn de agentes acidificantes en el agua de riego estableciendo 2 
experimentos: en el primero se utilizaron diferentes soluciones àcidas preparadas a partir 
de àcido sulfùrico y CO, para regar macetas con un suelo moderadamente calizo y sin 
planta. En un segundo ensayo, cepas de Tempranillo Vitis vinifera injertadas en R110, se 
plantaron en macetas con 3 suelos de diferente contenido en calcio y se regaron con una 
solucién acidificada de 400 ppm CO,, que es la que aporté los mejores resultados en el 
primer estudio: niveles màs elevados de nutrientes gracias a la disminucién temporal del pH 
del suelo. En el segundo experimento se constaté un aumento del crecimiento de la planta 
asi como del contenido de la clorofila en hojas en plantas de suelo calizo, lo que apoya la 
tesis que el riego de la vid con agua acidificada, mejora el control de la clorosis férrica y se 
apunta como un posible mecanismo de lucha contra la clorosis férrica. 

Palabras clave: riego acidificado, clorosis férrica, Vid 


1. Introducciòn 


Numerosos suelos de gran tradicién viticola se caracterizan por elevados contenidos 
de carbonatos de calcio y un pH entre 7.5 y 8.5. Las condiciones que se crean en estos suelos, 
disminucién de la concentracién de protones y el aumento de la concentracién del anién 
bicarbonato provocan un bloqueo del hierro, que deja de ser asequible por la planta y en 
consecuencia, causa problemas de clorosis por inhibicién de la sintesis de clorofila. Brancadoro 
et. al. (1996) han constatado un papel determinante del bicarbonato como causante de la 
clorosis y la respuesta adaptativa de los genotipos Vitis resistentes que incrementan la 
absorcién de Fe por extrusién de protones al àrea radicular. 

En algunos cultivos, sobre todo en invernadero, se observa un aumento del 
crecimiento de las plantas al regarlas con agua acidificada con CO.. La irrigacién de la vifia con 
agua acidificada se apunta como un posible mecanismo de lucha contra la clorosis. Segùun 
diferentes autores, se sugieren dos posibles mecanismos de actuaciòn: a) la absorcién de CO; 
por las raices, posterior fijacién de la molécula a nivel de raîz, y movilizacién al resto de la 
planta en forma de àcidos orgànicos o azùucares incorporàndose a diferentes rutas metabélicas 
de la planta (Berquist, 1964; Arteca et. al. 1979); b) el descenso transitorio del pH del suelo 
que facilitaria un aumento de la disponibilidad y absorcién de nutrientes por la planta y un 
incremento de los rendimientos (Ibrahim,1992; De Andria et. al. 199; Arienzo et. al. 1995). 
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En el presente estudio se plantea la adicién de agentes acidificantes en el agua de 
riego como un método eficaz para mejorar la absorcién de micronutrientes, entre ellos lo 
hierro. 


2. Material y métodos 


En un primer ensayo se dispusieron contenedores sin planta al aire libre, en un 
sustrato procedente de un suelo calizo con un pH 8.24 y textura franco-arcillosa. Se implanté la 
variable riego con agua acidificada y se comparò con el control sin acidificar. Las soluciones se 
realizaron con diéxido de carbono y àcido sulfùrico en diferentes dosis. Los contenedores se 
regaron tres veces por semana y el disefio experimental comprendiîa seis tratamientos con 3 
réplicas por tratamiento: Riego control a pH=7.8, Riego con Acido sulfùrico a pH=5.5, Riego con 
Acido sulfùrico a pH=6, Riego con CO; 200 ppm a pH=7, Riego con CO; 400 ppm a pH=6.5, 
Riego con CO; 800 ppm a pH=6. 


En un segundo ensayo, en macetas con plantas de cv Tempranillo, injertadas en R-110 
y situadas al aire libre, se definieron dos variables: tipo de suelo y acidificacibn del agua de 
riego. Se utilizaron tres tipos de suelo: un suelo de Ilicorella (pizarra) pedregoso, no calizo y 
constituido por materiales de esquistos, y con una elevada capacidad de drenaje (LL); un 
segundo suelo moderadamente calizo con 10.4% de caliza activa (10.4Ca) y un tercer suelo de 
elevada caliza con un 12.8% de contenido (12.8Ca). Los suelos calizos se caracterizan por tener 
una textura més rica en elementos finos y menor drenaje. La acidificacibn del agua de riego se 
realizé con 400ppm de CO; que fue la dosis que dié el mejor resultado en el primer ensayo 
realizado (Lampreave, 2002). Los contenedores con los 3 tipos de suelo y por triplicado se 
regaron con el agua acidificada y los resultados se compararon con un control de riego con 
agua sin acidificar constituyendo un total de 6 tratamientos. El riego se realizé 3 veces por 
semana y las dosis se establecieron en un 35% de la evapotranspiracién potencial calculada 
segun el método de Penman-FAO modificado. El estudio se Ilevé a cabo durante tres afios. 


La medida de la concentracién de CO; en el agua de riego se realizé mediante un 
electrodo Orion (ORION Research inc., MODELO. 95-02) y la del pH del suelo con un pHmetro. 
Para la determinacién del Ca, Mg, K, Fe, Cu, Mn y Zn del suelo se realizò la extracciòn con 
acetato aménico. En el caso de las hojas, se digiriò el material vegetal con acido nitrico al 65% 
y agua oxigenada al 35%. Los elementos minerales Ca, Mg, K, Fe, Cu, Mn y Zn del suelo y de las 
hojas se analizaron por absorcién atomica. Para la determinacién del P del suelo se utilizò el 
método del fosfato-vanadato-molibdato. El carbonato de calcio se determinò con el calcimetro 
de Bernard. El andlisis de la clorofila de las hojas se realiz6 segun el método de Davies (1976). 
EI crecimiento y vigor de la planta se evaluaron al final del ciclo vegetativo midiendo la 
longitud de los sarmientos, el peso de las raices, de las hojas, de la madera de poda y el peso 
total de la masa vegetal. 


El estudio estadistico de los resultados obtenidos se realizé mediante el anglisis de la 
varianza y test de Fisher (p<0.05). 


3. Resultados 


En la Tabla 1 se muestran los resultados de la determinacién de los elementos 
minerales el suelo. La adicién de CO, tiene un efecto positivo en la solubilidad del calcio 
cuando se aplican las dosis de 800ppm (pH6). Las dosis de 400ppm (pH6.5) y de HS0, (pH6) 
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comportan una disminucién del contenido en magnesio. El fésforo alcanza sus valores màs 
elevados en el tratamiento de 400ppm de CO; y en los dos tratamientos con sulfùrico. La 
disponibilidad del hierro aumenta en los tratamientos de 400ppm de CO; (pH6.5) y de H,504 
(pH6); el zinc, al regar con 400ppm (pH6.5) y de H,504 (pH5.5). La solubilidad del manganeso 
se ve favorecida en los tratamientos con sulfùrico 


Parametro Control CO; 200 ppm | C0:400 ppm | CO; 800 ppm H2504 H,504  pH= 
pH=7.8 pH=7 pH=6.5 pH=6 pH= 6 5.5 


Ca (meq/100 g soil) | 88.70 a 110.52 ab 108.83 ab | 283.34 b 75.13 a 64,46 a 


Mg (meq/100 g sòl) | 4.57 b 3.53 b 1.37 a 4.83 b 2.12 a 2,53 ab 
P (ppm) 4.35 a 7.38 ab 9.92 b 6.56 a 8.88 b| 10.33 b 
Fe (ppm) 1.21 a 1.51 a 4.13 b 2.05 a 4.33 b 1,40 a 
Mn (ppm) 2.16 a 2.31 a 2.30 a 1.77 a 5.67 b 4,41 b 
Zn (ppm) 3.01 a 2.96 a 3.95 b 2.23 a 2.92 a 4,36 b 


Tabla 1. Determinacién de los nutrientes del suelo comparando tratamientos con diferentes 
concentraciones de CO, y de sulfùrico. Resultados correspondientes a la media y a la desviacién estAndar (Andlisis 
de la varianza y test de Fisher p<0.05): letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas entre 
tratamientos 


En la figura 1 se muestra la evolucién del pH del suelo obtenida después del riego con 
agua acidificada con 400 ppm de CO; y con agua sin acidificar en los tres suelos utilizados en el 
ensayo con planta. En los tres suelos se observa una mayor disminucién del pH al regar con 
CO;: 0.7 puntos en el suelo no calizo y entre 0.3 y 0.4 en los suelos calizos. 
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Figura 1. Evolucién del pH del suelo. Figura 2. Evolucién del contenido de clorofila en hojas. Suelos 
Tipo de suelo: no calizo (LL), de moderada (10,4. no calizos (LL), con 10.4% caliza activa (mCa) y 12.8% (eCa) y 
Ca) y de elevada caliza (12,8 Ca) riego sin acidificar (LL,mCa,eCa) y con adicibn de CO; 
(LLCO,,mCaCO,,eCaCO,). Letras diferentes muestran diferencias 

significativas entre la acidificaciòn del riego y el control. 


En la figura 2 se muestra la evoluciòn del contenido de clorofila en las hojas en los 3 
tipos de suelo. El aumento significativo del contenido de Fe del suelo al regar con 400ppm de 
CO; (Tabla 1) se tradujo en unos contenidos en hoja de 193pg de Fe/g frente 95ug de Fe/g de 
peso seco del control (resultados no mostrados).Igualmente, en los tres tipos de suelo y en los 
tratamientos con agua acidificada, se produce un incremento de la concentraciòn de clorofila 
en hoja, siendo este aumento més acusado en suelos calizos (Figura 2). 
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4. Conclusiones 


Las valores méàs elevados de nutrientes en el suelo, en las condiciones calizas més 
extremas, se obtuvieron con las concentraciones de 400ppm (pH6.5), H,S0, (pH6) y H,504 
(pH5.5). Los incrementos de clorofila y Fe que se midieron en las hojas fueron similares a los 
incrementos de hierro del suelo en los tratamientos con agua acidificada. 

Podemos concluir que el riego acidificado con diéxido de carbono y àcido sulfùurico en 
suelos calizos, favorece la absorcién de nutrientes resultando un incremento del crecimiento 
de las plantas y mejor metabolismo primario, asi como un mayor rendimiento y una mejor 
calidad de la fruta. Globalmente, el tratamiento con 400 ppm CO; es el que ha dado los 
mejores resultados. Es importante resaltar que el CO; es inocuo con el medio ambiente 
mientras que sulfùrico es un producto agresivo. 
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RESUMEN: 


La disminucién de la sintesis de antocianos en la variedad Garnacha bajo condiciones de 
estrés hidrico -cada vez màs frecuente en el nuevo escenario de cambio global- nos Ileva al 
estudio de un nuevo material genético, la variedad Marselan, en el sentido de mejorar el 
color de los vinos producidos en vifiedos mediterràneos. El objetivo del presente trabajo 
consistié en evaluar la composicién fenélica de los vinos obtenidos de las variedades 
Garnacha, Cabernet Sauvignon y Marselan injertados sobre 4 portainjertos (Richter-110, 
140-Ruggeri, 41B y FERCAL). El ensayo se realizé en el vifiedo experimental de la 
Universidad Rovira i Virgili (Tarragona), en clima mediterraneo y suelos de textura franco- 
arcillosa, de pH 8.2, 56% de carbonatos y de reserva hîdrica media. Las combinaciones 
variedad / portainjerto se distribuyen al azar en 3 bloques de repeticién e incluyendo 17 
cepas por tratamiento. Las cepas de 5 afios se encuentran en un marco de 1.1mx 2.4m, en 
espaldera y cordén bilateral. Durante 2012 y 2013 se caracterizò el clima y se midiò el 
potencial hidrico foliar. La composicién fendlica de los vinos se determinò por HPLC-DAD / 
FLD. Los resultados muestran el patrén Fercal con menor resistencia a la sequia. La 
severidad del clima afecta negativamente la concentracién de fenoles, especialmente en 
antocianos. Los vinos de Marselan en el patrén méàs vigoroso (140Ru) dieron lugar al menor 
contenido en fenoles, mientras que en 41B fueron vinos equilibrados y presentaron 
concentraciones més elevadas de antocianos. 


Palabras clave: estrés hidrico, HPLC- DAD/FLD, compuestos fendlicos 


1. Introducciòn 


Los compuestos fenélicos determinan la calidad de los vinos tintos debido a que son 
responsables de atributos visuales y sensoriales fundamentales como son el color, la tanicidad 
y la estructura (Kirsten et al. 2007). La biosintesis y la concentraciòn final de fenoles en la baya 
depende del clima, del suelo, del vigor de la variedad y portainjerto y de las précticas 
culturales (Jackson y Lombard, 1993) que afectan la fisiologia de la maduracién y por lo tanto, 
la acumulacién de los compuestos fendlicos en la uva (Downey et al. 2003). La influencia de los 
portainjertos en el comportamiento del vàstago es relativamente desconocida. Sin embargo, 
estudios realizados por Smith y Holzapfel (2002) muestran que el portainjerto ejerce una cierta 
influencia en el rendimiento y vigor de la vid (Smith y Holzapfel, 2002). Stefanini et a/. (1995) 
midieron una serie de patrones y correlacionaron el aumento de vigor y la madurez avanzada. 


Actualmente existen escasos estudios sobre la composicién fenélica de Marselan 
(Liang et al. 2012; Williams, 2010). El objetivo de este estudio se centra en evaluar la calidad 
fenélica de la uva de la variedad Marselan en clima mediterraneo y suelos calizos, en un 
ensayo con 4 diferentes portainjertos. Marselan presenta un potencial fenélico elevado y por 
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esta razòn puede resultar de gran interés para complementar y facilitar la crianza en la 
producciòn de vinos tintos de base Garnacha. 


2. Material y métodos 


El experimento tuvo lugar en un vifiedo establecido en 2009 en el campo experimental 
de la Universidad Rovira i Virgili en Constanti (Tarragona, Espafia) (Lat: 41,159, Long: 1,217). La 
zona posee clima mediterraneo y suelo profundo y calizo de reserva hidrica media. En 2013 la 
precipitacibn anual fue de 536,2mm y la temperatura media de 15,4°C. En el disefio 
experimental establecido comprende la variedad Marselan (V. vinifera Garnacha x V. vinifera 
Cabernet sauvignon) clon 980 en 4 portainjertos con 3 bloques de repeticién en disefio Split- 
plot; cada combinacién Marselan/portainjerto consiste en 17 cepas plantadas en un marco de 
2,4m x 1,1m. El sistema de conduccién en espaldera vertical sostiene una poda en cordòn 
bilateral con 3 pulgares por brazo. Los portainjertos fueron: Richter110 —R110- (V. berlandieri 
Resseguier n22 x V. rupestris Martin), 140Ruggeri -140Ru- (V. berlandieri Rességuier n22 y V. 
rupestris de Lot), Millardet et de Grasset 41B MGt -41B- (V. vinifera chasselas y V. berlandieri) 
v Fercal (V. berlandieri Colombard n2 1 y 31-Richter [V. berlandieri x [V. riparia x V. rupestris x 
V. candicans]]) (Laucou et al. 2008). Dos portainjertos vigorosos -R110 y 140Ru- muy 
resistentes a la sequia (140Ru ademés resistente a la caliza); Fercal y 41B con elevada 
resistencia a la caliza, vigor medio-alto y tolerancia media a la sequia. 


Para determinar el estrés de la cepa, se midiò el potencial hidrico foliar (Whf, MPa) con 
la càmara de Scholander desde el estado de envero hasta el momento de la vendimia, a las 
5:30 y 11:30 hora solar (hs), dos hojas por bloque de repeticién. Los vinos se elaboraron en 
pequefias tinas de acero inoxidable en sala con temperatura controlada (232C) para evitar 
excesiva subida de temperatura durante la fermentacién alcohélica. El proceso de vinificaciòn 
consistiò en el estrujado de la uva previo despalillado, adicién de 40mg/Il de SO? y siembra de 
Saccharomyces cerevisae. La maceracién de los hollejos se prolongé hasta el final de la 
fermentacién alcohélica, seguido del descube y prensado. Se determinaron y cuantificaron las 
familias de compuestos fenélicos en los vinos mediante HPLC (Gémez-Alonso et al. 2007), 
acoplada a dos detectores diodos en fila (DAD) y fluorescencia (FLD). Fueron determinados e 
identificados 28 compuestos entre antocianinas monoglucésidos (delfinidina, cianidina, 
petunidina, peonidina y malvidina, con sus respectivos glucésidos acetatos y cumaratos), 
flavonoles (miricetin-3-glucésido, quercetin-3-glucésido, quercetin-3-galactésido, quercetin-3- 
rutinésido, quercetin-3-O-glucésido, isorhamnetin), proantocianidinas (B1, B2 y B3), àcidos 
hidroxibenzoicos (galico, protocatehuico, hidroxibenzoico, siringico), acidos hidroxicinàmicos 
(caftàrico, cafeico, p-cumérico, ferùlico, trans-ferùlico), flavanoles ((+)-catequina y (-)- 
epicatequina)), estilbenos (resveratrol) y tirosol. Se analizaron los resultados mediante el 
programa SPSS Statistics 21.0 (ANOVA) y se compararon las medias con la prueba de Tukey 
(sig. de 0,05). 


3. Resultados 


Los resultados del Whf en 2012 (Figura 1) muestran valores més elevados en Garnacha 
y Marselan si se comparan con Cabernet Sauvignon. El Whf en Garnacha y Marselan a las 
7:00am alcanza valores de -1Mpa en los patrones 140Ru y 41B, dos décimas por encima de 
Fercal y R110, por lo tanto, indicando una mejor recuperaciòn de las cepas en 140Ru y 41B. En 
la afiada 2013 se registraron temperaturas menores y mayor precipitacién, hecho que 
comportò Whf menos negativos en todos los tratamientos y en consecuencia, las plantas 
sufrieron un menor estrés hidrico (0,6Mpa a las 7:00). Igualmente, en 2013 los patrones 140Ru 
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y 41B tienden a presentar un mejor comportamiento hidrico (Figura 2). La concentracidn total 
de fenoles en afio 2012 de maduraciòn célida y prolongada resultò afectada; disminuyendo a 
la mitad o un tercio (segùn el portainjerto) la cantidad alcanzada en el afio con menor estrés 
(2013). Destacé el buen resultado en los vinos de 41B, con mayor concentracién total de 
fenoles, contrario a los datos observados en 140Ru (Figura 3). 


Potencial hidrico foliar 27 /jun 2012 Potencial hidrico foliar 13 /Ago 2012 


W MPa w MPa 


GRE 110R 
GRE 140Ru 
GRE 41B 
GRE Fercal 
CS 110R 
CS 140Ru 
CS 41B 
CS Fercal 
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MN 140Ru 
MN 41B 
MN Fercal 
GRE 110R 
GRE 140Ru 
GRE 41B 
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CS 110R 
CS 140Ru 
CS 41B 
CS Fercal 
MN 110R 
MN 140Ru 
MN 41B 
MN Fercal 


0,00 
-0,20 
-0,40 
-0,60 
-0,80 
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Figura 1. Potencial hidrico foliar en baya guisante y maduracién aftada 2012. En maduracién diferencias 
significativas entre medidas mafiana y mediodîfa en todos los portainjertos y variedades (garnacha GRE); (Cabernet 
Sauvignon CS); (Marselan MN) 
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Figura 2. Potencial hidrico foliar en baya guisante y maduracién afiada 2013 (Marselan) 
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Figura 3. Compuestos fendlicos (mg/l): Acidos hidroxibenzoicos (HB), Acidos Hidroxicinamicos (HC), Resveratrol 
(Res); Flavonoles (Flavo); Antocianos (Ant); flavan-3-ol (F-301) y Tirosol (Tir). Izquierda 140Ru; derecha 41B. 
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La vigorosidad de 140Ru provocé ademés un retraso en la maduracién y una disminucién del 
grado alcohélico. Cabe apuntar la mayor proporcién de antocianos en 41B, mientras que en 
140Ru la familia mas abundante fue la de flavan-3-ol. 


4. Conclusiones 


La severidad del clima en afiadas en las que se prolonga el periodo estival calido y seco 
en la época de maduracién provoca un estrés hidrico acusado que conduce a una notable 
disminucién del contenido del color en los vinos de Marselan. 

En suelos cuaternarios de reserva hidrica media, el portainjerto 140Ru, resistente a la 
sequia pero en exceso vigoroso, da lugar a vinos menos equilibrados con menor concentracién 
en antocianos y mayor proporcién relativa de flavan-3-ol. Contrariamente, 41B presenta un 
buen comportamiento tanto en referencia a los andlisis quimicos de los vinos como en la 
concentracién y naturaleza de los compuestos fenélicos. 
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RESUMEN: 


En este Trabajo se presenta un estudio del potencial enolégico de la 
variedad Carabufienta, cultivada en el Sureste de Galicia, a través del estudio de las 
caracteristicas analiticas del mosto de vendimia. 


Los resultados muestran que, aùn siendo una variedad de maduracién 
tardia, puede alcanzar graduaciones altas, manteniendo un buen equilibrio entre 
graduaciòn y acidez. Por sus caracteristicas analiticas podria ser idònea para la 
elaboraciòn de vinos gallegos envejecidos en madera, en mezcla con variedades 
més tanicas y de elevado potencial fendélico, aportàndoles suavidad y estructura. 


Palabras clave: Carabufienta, Galicia, mostos. 


1. Introducciòn 


EI potencial viticola nacional està centrado en poco més de un centenar de variedades 
que representan un escaso porcentaje de la variabilidad presente en los vifiedos. 


Galcia cuenta con un importante complejo varietal, son 30 las variedades admitidas 
para la elaboracién de vino, sin embargo en los ùltimos afios se estàn poniendo de manifiesto 
la existencia de otros cultivares que pueden ser de interés para dar una mayor personalidad a 
los vinos gallegos. Es el caso de la variedad Carabufienta. 


La variedad Carabufienta està presente en los vifiedos de Moterrei en la DO Monterrei, 
y también se han encontrado ejemplares centenarios en la Comarca de O Condado. Conocida 
en Portugal como Touriga Nacional es la base de la elaboracién de vinos tintos de portugueses. 


EI objetivo de este trabajo es mostrar el potencial enolégico de esta variedad en la 
regién gallega. Para ello se han realizado, durante cinco campafias, estudios de las 
caracteristicas analiticas de los mostos de vendimia, en relacibn a parametros bésicos (grado, 
acidez total, contenido en àcido mélico y tartàrico) y a paràmetros relacionados con la 
composiciòn fendlica de los mismos (IPT, taninos totales, antocianos potenciales y extrafbles). 
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2. Material y métodos 


Los estudios se realizaron en los afios 2008, 2010, 2011, 2012 y 2014, con uvas 
procedentes de una parcela situada en la Denominacién de Origen Protegida Ribeiro. Las 
cepas, de 15 afios de edad, estàn injertadas sobre patrén 196-17C, con una densidad de 4500 
plantas/ha, y conducidas en cordén Royat. 


Muestras representativas de las uvas se recogieron en fecha de vendimia, fijada ésta 
por el productor. Se dividieron en dos partes; una de ellas se utilizé para la determinaciòn del 
contenido en sélidos solubles, pH, acidez total y concentraciòn de acido mdlico y tartàrico; otra 
se utilizé para el estudio de la maduracién fenédlica. 


La determinacién de sélidos solubles se Ilevò a cabo mediante refractometria. El pH se 
determinò mediante potenciometria y la acidez total por valoracién acido-base con deteccién 
potenciométrica. La concentracibn de los àcidos orgànicos, mélico y tartàrico, se determinò 
por métodos enzimatico-espectrofotométrico y colorimétrico, respectivamente. Para el 
estudio de la madurez fenédlica se utiliz6 el método propuesto por Saint-Cricq et al. (1998). 


3. Resultados 


EI contenido medio en sélidos solubles, expresado en 2Brix, se corresponde con una 
concentracién de azucares de 260 gL*, lo que pone de manifiesto la adecuaci6n de la variedad 
estudiada a esta zona de cultivo, ya que se considera que una variedad es apta para un lugar 
determinado cuando es capaz de acumular, en la madurez, concentraciones de azùcar 
préximas a 180-200 gL* (Riberau-Gayon et a/. 2002). 


Los valores de pH son similares a los obtenidos, en la misma zona de produccién, para 
las variedades Brancellao, Tinta Femia, Caifio Longo y Sousén en la campafia 2010 y para 
Brancellao y Caifio Tinto en la campafia 2012 (Soto, et al. 2012; Soto et al. 2014). Los valores 
de acidez total son superiores a los de la variedad Mencîia, en esta misma zona viticola, en las 
campafias 2005 y 2006 (Cortes et al., 2008) y en la campafia 2011 (Soto et al., 2014). 


La concentracibn de àcido mélico varié en funcién del afio. El valor maximo de 
concentracién fue inferior a los valores que pueden encontrarse, en la madurez, en los 
mostos de regiones septentrionales (4 y 6,5 gL*); sin embargo el valor medio para el Acido 
tartàrico superò la concentracién de 6 gL*, habitual para los mostos de estas zones (Riberau- 
Gayon et al. (2002). 


Tabla 1. Madurez tecnolégica de la variedad Carabufienta 


Resultado (27/09 — 06/10)* 
Parametro 

Mediana Intervalo** 
2Brix 25.4 [23.6, 28.2] 
pH 3,32 [3.26, 3.45] 
Acidez total ( gL'àcido tartàrico) 7.24 [6.46, 7.59] 
Acido mélico ( gL*) 2.05 [1.63, 3.36] 
Acido tartàrico ( gl!) 6.71 [5.33, 7.81] 


*Fecha vendimia (dia/mes); ** n=4 


93 


EI peso de baya (tabla 2) es similar a los expuestos por Soto et al. (2011) para la 
variedad Merenzao y ligeramente superiores a los de la variedad Sousén, en la DOP Ribeiro, 
Ribeira Sacra, Valdeorras y Monterrei en las campafias 2008 y 2009; y similar a los obtenidos 
para la variedad Mouratén y considerablement inferior a los de la variedad Mencia de la DO 
Ribeiro Cortés et a/ (2008). 


La riqueza fenélica total, expresada como IPT a pH 3.2, es superior a la obtenida para 
la variedad Mencia en las campafias 2005 y 2006 (Rio et al. 2008) y similar a la que presentò 
esta variedad en campafia 2011 (Soto et a/. 2014) y la de las variedades Tinta Femia y Caifio 
Bravo en la campafia 2010 (Soto et a., 2012), en estudios realizados en una finca de la DOP 
Ribeiro. 


EI potencial antociànico, concentracién de antocianos a pH1, es similar al publicado 
por Roson y Mountounet (1992) para las variedades Cabernet Franc y Dura, y superior a la 
obtenida para la variedad Mencia (“1000 mgKg"* de uva) en estudios realizados en la campafias 
2005, 2006 (Rio et al., 2008) y 2011 (“1200 mgKg* de uva) (Soto et al. 2014) en la DOP Ribeiro. 
Esta misma tendencia se manifiesta en un estudio realizado en la campafia de 2008 en 
diferentes parcelas pertenecientes a las distintas subzonas de la DOP Ribeira Sacra (Rîo et al., 
2011), donde se obtiene un intervalo para la concentracibn de antocianos a pH 1 para la 
variedad Mencia comprendido entre 1026 y 1529 mgKg y un valor central de 1235 mgKkg* 


El contenido en antocianos totales es considerablemente inferior al de las variedades 
Ferrén (2500 mg/Kg - 2700 mg/Kg) y Sousén (2000 mgKg*- 2500 mgKg) (Rio et al., 2008, Soto 
et al. 2012; Soto et al. 2014). 


En relacién a la extractabilidad (EA), haciendo una interpretacibn entorno a valores 
centrales, se puede decir que la dificultad de extraccién de los antocianos es ligeramente 
superior a la encontrada para la variedad Mencia (35% - 45%) o para la variedad Brancellao 
(30% - 35%); mientras que es inferior a la encontrada para las variedades Ferrén (50 — 55%) y 
Sousén (50-60%) (Rio et a/. 2008, Soto et al. 2010; Soto et al. 2014). 


Tabla 2. Madurez fenélica de la variedad Crabufienta 


SRI Resultado (15/09 — 06/10)* 

Mediana Intervalo** 
Peso medio baya (g) 1.99 [1.64, 2.09] 
IPT (pH 3.2) 56.0 [45.4, 59.4] 
A1(mgKg" uva) 1563,53 [1190.75 , 1941.45] 
A3.2 (mgKe! uva) 806.06 [658.98 , 937.06] 
EA (%) 48.45 [43.47, 53.12] 
MP (%) 29.23 [23.00, 34.30] 


*Fecha vendimia (dia/mes); ** n=5 


La contribucién de los taninos de la pepita al contenido fendlico global (MP), el valor 
obtenido es préximo al 30%, indicativo de un nivel éptimo del grado de madurez (Zamora, 
2003). Este valor es pròximo al obtenido en otros estudios para la variedad Mencia, y muy 
préximo o ligeramente superior a los valores obtenidos para las variedades Ferrén, Sousén, 
Caifio Longo y Tinta Amarela) que presentan siempre valores inferiores al 30% y habitualmente 
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al 20%; sin embargo es muy inferior al obtenido para las variedades Brancellao, Merenzao, 
Caifio Bravo y Caifio Tinto (Rio et al. 2008, Soto et al., 2012, Soto et al. 2014. 


4. Conclusiones 


Esta variedad, puede acumular importantes cantidades de azùcar en la madurez, 
manteniendo un valor medio de acidez, y un bajo pH lo que contribuiria a una facil 
conservacién del vino y a alcanzar un adecuado equilibrio grado/acidez. Presenta un 
importante potencial fenélico, con una riqueza antocianica que permitiria que los vinos 
obtenidos fuesen destinados a crianza y con una escasa contribucibn de los taninos de la 
pepita que contribuiria positivamente a las caracteristicas sensoriales de sus vinos. 

En comparaciòn con la variedad Mencia, variedad tinta més cultivada en Galicia, la 
variedad Carabufienta acumula igual o superior concentracién de azùcares en la madurez pero 
manteniendo un mayor valor de acidez, presenta mayor potencial antocianico y similares 
valores en cuanto a la contribucién de los taninos de la pepita. 
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RESUMEN: 


El cultivar Espadeiro, es una variedad autéctona gallega que se encuentra autorizada para la 
elaboracién de vinos en la D.O. Rfas Baixas, y està siendo objeto de estudios de seleccién 
clonal. 


En este tabajo se muestran los estudios agronémicos, (relativos a la producciòn, fertilidad, 
fenologia), y enolégicos de las caracteristicas del mosto (grado probable, acidez total, 
contenido en àcido mélico y acido tartàrico) y de los vinos elaborados (paràmetros bésicos y 
caracteristicas fenélicas). 


Si bien los resultados no son concluyentes, se han observado diferencias significativa entre 
clones en relaciòn a la producciòn, y la tendencia de algunos de ellos a presentar un mayor 
potencial alcohélico manteniendo niveles de acidez adecuados. 


Palabras clave: Selecciòn clonal, Espadeiro, Galicia 


1. Introducciòn 


La finalidad de la seleccién clonal es poder proporcionar al sector vitivinicola 
variabilidad dentro de las propias cracteristicas varietales de un cultivar, con garantias 
sanitarias y caracteristicas agronémicas y enolégicas contrastadas y, si es posible, ofrecer 
clones idéneos para la elaboracién de vinos que el sector demanda. 


EI cultivar Espadeiro se caracteriza por presentar ciclo largo que, en las condiciones 
climàticas de Rias Baixas subzona do Salnés produce vinos de graduaciones alcohélicas y 
acideces medias, vinos de capa media, destacando el color cereza oscuro, poco tànicos y con 
un intenso caràcter frutal, resultando ser interesantes para la elaboracién de vinos tintos 
j6venes o con ligeras crianzas (Ruiz, M.2002) que no enmascaren el caràcter afrutado de la 
variedad. 


Es una variedad autòctona gallega que se encuentra autorizada para la elaboracién de 
vinos en la D.O. Rias Baixas, y està siendo objeto de estudios de seleccién clonal, siguiendo el 
protocolo establecido para este proceso por la mayoria de los grupos seleccionadores de vid 


(Aguirrezaba L,F. et al. 2008). 


En este tabajo se muestran los estudios agronémicos, (relativos a la producciòn, 
fertilidad, fenologfa), enolégicos de las caracteristicas del mosto (grado probable, acidez total, 
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contenido en acido mélico y àcido tartarico), y de los vinos elaborados (paràmetros bésicos y 
caracteristicas fendlicas). 


2. Material y métodos 


Los estudios se estàn desarrollando en una parcela situada en el ayuntamiento de 
Ribadumia (Pontevedra) subzona Salnés de la D.O. Rias Baixas, cuyas caracteristicas climàticas 
responden a un tipo Mediterraneo subhumedo con tendencia atlantica. La plantacién, se 
establecié entre los afios 2006 y 2007, el portainjerto elegido fue 101-14 de Millardet 
estableciéndose un total 5 clones. El sistema de formacién es una espaldera, con un marco de 
plantacibn de 2,5 x 1,0 m, el sistema de poda elegido es cordén simple tipo Royat. 


Durante las campafias 2011 a 2014 se realizaron estudios de fenologia (Baggiolini, 
1952), producciòn, brotaciòn y fertilidad de las yemas siguiendo el protocolo establecido por la 
O.1.V. (1983-2001) 


Todos los clones se vendimiaron en la misma fecha. Y se realizaron microvinificaciones 
siguiendo el protocolo clàsico de elaboracién de tintos. Los mostos se inocularon con la 
levadura 71-B (Lallemand) del tipo Saccharomyces cerevisiae var. Cerevisiae. Para la 
determinacién de paràmetros de mostos se siguieron los métodos de angdlisis comunitarios 
aplicables al sector del vino (Reglamento (CEE) 2676/90 de la Comisiòn). 


3. Resultados 


En cuanto a los clones en estudio, no se observan diferencias significativas a la hora de 
alcanzar los diferentes estadios fenolégicos, sin embargo es de sefialar la tendencia a un 
adelanto de la brotacién para los clones EP-018 y EP-022, de la floracién para EP-009 y EP-018, 
y del envero para EP-009 y EP-022 los més adelantados . 


Con respecto a las tasas de brotaciòn, destacar que el porcentaje de brotaciòn de 
yemas francas se situò en valores del 95,03% no observàndose diferencias estadisticamente 
significativas entre clones, por el contario, si se observaron diferencias significativas en la 
fertilidad de las yemas y pàmpanos. El clon EP-009 presentò los valores més altos, tanto en 
tasa de brotaciòn como en fertilidad de las yemas francas, yemas francas brotadas asî como de 
los pàmpano. Por el contario, los valores méàs bajos fueron para el clon EP-018 en cuanto a 
brotacién de las yemas y para EP-020 a nivel de fertilidad real y potencial asi como para 
fertilidad de los pàmpanos (Tabla 1). 


A nivel interanual estos paràmetros, muestran diferencias significativas, lo que viene a 
sefialar la importancia de las condiciones climàticas del afio para el desarrollo y fertilidad de las 
yemas. Resaltar que el afio 2013 destaca por ser el de menor porcentaje de brotacién y el de 
menor N? racimos, tanto por yema franca como por yema franca brotada asî como por 
pàmpano, de forma contraria, el afio 2014 resultéò ser el de indices de fertilidad més altos 
alcanzando. 


En cuanto al comportamiento durante estos afios, los clones EP-009 y EP-022 se 


mantienen como los de menor y mayor produccién respectivamente mientras que EP-011 y 
EP-020 tienen un comportamiento més erràtico, moviéndose entre los valores méàs altos y més 
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bajos del afio, finalmente, el clon EP-018 resulté tener un comportamiento més préximo a la 
media. 


Tabla 1. Tasas de brotaciòn, fertilidad de las yemas francas y pàmpanos y produccién 
durante el periodo 2011-2014. 


Clon/afio Clon/afio % Brot uu aa N2Rac/Pamp LE 
EP-009 99,29 0,88 0,89 0,86 1,13 
EP-011 95,44 0,56 0,58 0,55 1,71 
Media/clon EP-018 93,82 0,59 0,62 0,6 1,71 
EP-020 94,09 0,54 0,57 0,55 1,5 
EP-022 95,82 0,83 0,86 0,84 2,58 
2011 98,17 0,68 0,7 0,63 1,88 
Media/afio 2012 95,05 0,78 0,81 0,8 2,09 
2013 90,97 0,28 0,3 0,3 0,91 
2014 96,19 0,81 0,84 0,84 2,15 
Media 95,03 0,63 0,65 0,63 1,74 
“4 Desv. tip. 7,24 0,33 0,33 0,33 0,51674462 
Minimo 58,33 0 0 0 
Màximo 100 1,67 1,82 1,82 


En relacién a las caracteristicas del mosto no se observaron diferencias significativas 
entre clones para los paràmetros de pH y grado alcohélico probable en mosto. Destacaron los 
clones EP-009 y EP-020 en referencia al pH de mosto (valores medios) y los clones EP-009 y EP- 
022 por mostrar los valores de graduacién probable media méàs altos y bajos respectivamente 
(Tabla 2). Para los demàs paràmetros analizados, tanto en mosto como en vino, no se 
observaron diferencias significativas pero se constatan tendencias que pueden ser de interés a 
lo hora de seleccionar los clones. 


Tabla 2. Paràmetros enolégicos en mosto durante los afios 2011 a 2014 y composicién 
polifenélica de los vinos para los afios 2011,2013 y 2014. 


Clon ATM pHM GRPM TARTM MALICM IPT Antocianos Taninos IC 


(8/1) (%vol) (g/l) ___(g/L) (mg/l) (8/1) 
EP-009 6,26 3,54 12,64 4,47 4,10 40,67 502,04 0,93 9,95 


EP-011 7,00 3,45 11,39 4,40 5,40 35,67 548,42 0,80 6,44 
EP-013 6,93 3,45 11,42 4,43 5,67 32,13 509,08 0,90 7,15 
EP-020 7,58 3,41 11,30 4,77 5,80 33,30 463,50 0,60 7,09 
EP-022. 7,42 3,44 10,96 4,70 5,83 32,10 467,75 0,60 6,44 


Media 7,05 3,46 11,51 4,55 5,36 34,77 498,16 0,77 7,42 
Desv. tip. 1,21 0,08 1,08 0,78 1,01 7,48. 115,15 0,34 2,79 
Minimo 5,40 3,23 9,30 3,50 3,80 23,00 306,25 0,40 2,41 
Maximo 9,30 3,60 13,18 6,20 7,0 47,00 716,63 1,50 11,27 


ATM: acidez total en mosto; pHM: pH en mosto; GRPM: grado probable en mosto; TARTM: acido tartàrico en 
mosto; MALICM: acido malico en mosto; IPT: indice polifenoles totales; IC: intendidad colorante 
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En relacién con la composicién fendlica de los vinos obtenidos, no se observaron 
diferencias significativas. Los valores medios de polifenoles totales (IPT) se situaron en 34,77, 
los antocianos en 498,16 mg/L, taninos en 0,77 g/L y, finalmente, la intensidad colorante (IC) 
en 7,42. A nivel individual, destaca el clon EP-009 por mostrar los valores méàs altos para los 
paràmetros fenélicos analizados, seguido por los clones EP-011 y EP-018, resultando ser de 
interés para la elaboracién de vinos de mayor calidad. 


4. Conclusiones 


La fertilidad de las yemas y pàmpanos asî como la produccién han sido los paràmetros 
que permiten establecer difrencias significativas entre los clones. Se han encontrado 
diferencias significativas en la produccién, siendo EP-022 fue el que presentò la produccién 
media més alta y, EP-009 el que ofrece la cifra màs baja del periodo 2011-2014. 


En cuanto a los paràmetros enolégicos se observaron diferencias significativas en 
mosto para las variables pH y grado alcohélico probable, aunque es de sefialar que EP-009, 
seguido por los clones EP-011 y EP-018 presentan los valores més altos en relacién a su 
composicibn fendlica lo que los hace de interés para la elaboraciòn de vinos de mayor calidad. 


Las variaciones interanuales de los paràmetros estudiados durante el periodo 2011- 
2014 son realmente significativas lo que aconseja seguir con el estudio del cultivar para testar 
el comportamiento de los diferentes clones de una manera fiable y ver como se estabilizan en 
el tiempo lo que supondrà una mayor garantia a la hora de poner los clones certificados en 
manos del sector vitivinicola. 
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RESUMEN: 


En este estudio analizamos los metabolitos involucrados en la tolerancia al proceso de 
secado y rehidratacién de tres especies de levadura con diferente tasa de viabilidad a este 
estrés pero genéticamente emparentadas, Saccharomyces cerevisiae, Naumovia castellii y 
Saccharomyces mikatae. En S. mikatae, la presencia de lisina o glutamina durante la 
rehidrataciòn incrementa un 20% la tolerancia mientras que durante la deshidrataciòn los 
niveles de ambos aminoàcidos mostraron una reducciòn significativa. 


Palabras clave: deshidrataciòn y rehidrataciòn, viabilidad, metabol6mica, levaduras 


1. Introducciòn 


La levadura seca activa (LSA) es ampliamente utilizada en la industria alimentaria 
gracias a su estabilidad genética a temperatura ambiente, reduciéndose asi los costes de 
transporte y almacenamiento. Sin embargo, la pérdida de viabilidad durante el secado y la 
rehidrataciòn dificulta el desarrollo de un inéculo de calidad. En este estudio, identificamos los 
compuestos celulares involucrados en el secado/rehidratacién de tres especies de levadura 
que difieren en su tolerancia a la deshidratacién, Saccharomyces cerevisiae, Naumovia castellii 
y Saccharomyces mikatae, a pesar de su proximidad genética. S. mikatae pertenece al grupo 
sensu stricto, que incluye especies de levadura estrechamente emparentadas con S. cerevisiae; 
mientras que N. castelli pertenecen al grupo sensu lato que incluye especies heterogéneas que 
divergen de S. cerevisiae [2]. 


2. Material y métodos 


Las tres especies de levadura, Saccharomyces cerevisiae (CECT-1477), Naumovia 
castellii (CECT- 11356) y Saccharomyces mikatae (CECT-11823), fueron sometidas al proceso de 
secado y rehidratacibén descrito anteriormente por Rodriguez-Porrata et al. [4]. La viabilidad 
celular fue determinada por citometria de flujo (citémetro CyFLow de Partec, Alemania) [4] 
mediante el uso del kit de determinacién de viabilidad LIVE/DEAD (Life Technologies). Los 
datos fueron analizados posteriormente con el programa FloMax (Quantum Analysis, 
Alemania). Los efectos en la viabilidad celular por suplementaciòn individual de lisina (1, 2, 5 y 
10%), Na.HPOq (2, 5 y 10%), y glutamina (2, 5 y 10%) fueron estudiados durante la 
rehidratacién. La extraccién de los metabolitos fue optimizada en base al método de Roessner 
et al. [5]. La rotura de las células en presencia de metanol-agua (1:1 v/v), ribitol (patron 
interno) (Sigma, Suiza) y glass beads de 0,5 mm, y se Ilevé a cabo mediante el disruptor bead- 
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beater (BioSpec Products, EEUU) con cinco ciclos de 1min/beat-beater, seguido de 30s a 42C. El 
sobrenadante fue evaporado y las muestras derivatizadas en metoxiamina hidrocloridica en 
piridina (Sigma, Jap6n; Fluka, india) y N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (Sigma, EEUU). 
La cromatografia de gases se Ilevò a cabo en base al sistema de GC-MS descrito por Borrull et 
al. [1] con los cambios descritos a continuacibén. La temperatura del inyector fue 2002C. La 
temperatura del horno de la columna se inicié a 802C durante 4 min y fue incrementàndose 
primeramente a 2002C a 52C/min y después a 3002C a 252C/min, donde se mantuvo durante 7 
min. El cuadrupolo del MSD y las temperaturas se mantuvieron a 1802C y 2802C 
respectivamente. Los datos analîticos del MSD fueron adquiridos por un escàner de ionizaciòn 
electrénica a 70 eV entre 35-650 uma después de un desfase de 4 min. Los valores analizados 
se expresaron en porcentajes relativos a 1x10° CFU después del recuento de células viables 
antes del secado (AS) y después de rehidratacién (DR). Los datos fueron posteriormente 
analizados estadisticamente mediante el test de Tukey y ANOVA usando el programa 
estadistico SPSS 20.0 con una significancia establecida a P < 0,05. 


3. Resultados 


Entre las tres especies de levaduras evaluadas, S. cerevisiae es la que presenta una 
mayor tasa de viabilidad (100%). Las viabilidades de las otras especies fueron relativas a la 
obtenida por S. cerevisiae, obteniéndose una tolerancia al secado y rehidratacibn de 60% y 
40% en N. castellii y S. mikatae, respectivamente. 


La cuantificacién de los metabolitos identificados en el GC-MS para las tres especies de 
levaduras en las condiciones AS y DR mostraron diferencias en àcidos grasos, acidos orgànicos 
y compuestos resultantes de la glicolisis (Fig. 1). Durante el proceso de estrés, el fosfato se 
incrementò en 1,5 veces en N. castelli (Fig. 1). Por el contrario, S. mikatae y S. cerevisiae 
disminuyeron el contenido de fosfato entre las dos condiciones entre un 70% y un 30%, 
respectivamente, observandose que estos valores no se correlacionan directamente con los 
valores de tolerancia a la deshidratacién (Fig. 1). La retencién citoplasmatica de glicerol por 
parte de S. cerevisiae es la principal respuesta al estrés osmético, homologable al que sufre la 
célula durante el secado [3]. La acumulacién intracelular de este compuesto en N. castellii y S. 
cerevisiae durante la imposicién al estrés se incrementé un 50%, mientras que S. mikatae se 
redujo en un 50%, pudiendo ser la razén de la baja viabilidad de esta especie (Fig. 1). La 
glicélisis es una via utilizada para convertir la glucosa en piruvato mediante reacciones 
enzimàticas y posteriormente es convertido en acetil-CoA para iniciar el ciclo de Krebs. 
Alternativamente, el piruvato actùa como precursor de la sintesis de a-alanina [6], que se 
incrementò 3 veces en N. castellii y 2 veces en S. cerevisiae entre las dos condiciones 
evaluadas, mientras que disminuyò 2 veces en S. mikatae (Fig. 1). EL Acetil-CoA puede ser 
convertido también en acido citrico o lipidos y àacidos grasos, tales como el àcido palmitoléico, 
el cual durante la deshidratacién se incrementò en N. castellii y S. cerevisiae mientras que 
disminuyò un 30% en S. mikatae. El acido succinico muestra una variacién significativa entre 
las condiciones AS y DR, cuyos niveles incrementaron en 9 y 2 veces en N. castellii y S. 
cerevisiae respectivamente, mientras que S. mikatae mantuvo el mismo nivel (Fig. 1). El acido 
succinico puede ser convertido a oxaloacetato en el ciclo de Krebs para formar aspartato. La 
abundancia de àcido aspàrtico aumenté 13 veces durante la imposiciòn al estrés en N. castellii 
y S. cerevisiae mientras que en S. mikatae solo lo hizo en 3,5 veces (Fig. 1). El intermediario del 
ciclo de Krebs 2-oxoglutarato puede ser transaminado a lisina y glutamato para la biosintesis 
de otros aminofcidos, como la glutamina, prolina o arginina. Durante el estrés el nivel de lisina 
en S. mikatae disminuyé tres veces, mientras que en N. castelli y S. cerevisiae se incrementò 
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en 3 y 2 veces, respectivamente. La glutamina disminuyò 6 veces en S. mikatae y 3 veces en S. 
cerevisiae (fig. 1). 
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Figura 1. Abundancia relativa de los metabolitos intracelulares en AS (barras blancas) y DR (barras grises) para las 
tres especies evaluadas. Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + DS. 
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Figura 2. Efecto de la rehidrataciòn en presencia de lisina (Lys), fosfato (Pho), o glutamina (Gin) en la viabilidad 
celular expresada en porcentaje. Los valores mostrados son el promedio de tres experimentos independientes + DS. 
*Diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05) al comparar con la condicién H30. 
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Se evaluò la tolerancia a la deshidratacién de la especie con menor viabilidad, S. 
mikatae, suplementado las células en la etapa de rehidrataciòn con diferentes concentraciones 
de lisina, Naz HPOx o glutamina. S. mikatae mostré un incremento de la viabilidad en presencia 
de 1, 2, y 5% de lisina o 10% de glutamina respecto a la rehidratacién con agua (Fig. 2). Por el 
contrario, la suplementacién de fosfato incrementò la mortalidad celular en un 30% respecto 
del control (dato no mostrado). 


4. Conclusiones 


La comparaciòn del perfil metabélico de las tres cepas evaluadas en las condiciones AS 
y DR muestran una acumulacién de acido succinico y acido fosférico durante el estrés en N. 
castellii que explicaria la baja viabilidad (60%). Ademéàs, N. castellii junto con S. cerevisiae 
sugieren una actividad de la via glicolitica y del ciclo de Krebs opuesta a S. mikatae, que mostrò 
una reduccién en los niveles de los metabolitos secundarios. La presencia de lisina o glutamina 
durante la rehidratacibn en S. mikatae tiene un efecto positivo en la recuperacién de la 
actividad celular. 
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RESUMEN: 


La diferencia en la cinética de consumo de la glucosa respecto a la fructosa durante la 
fermentacién por parte de Saccharomyces cerevisiae resulta en un retraso o parada de la 
misma. Este problema ha conducido al estudio de la levadura fructofilica del vino como 
Candida zemplinina para su aplicacibn en el restablecimiento de la proporciòn éptima 
glucosa/fructosa del mosto o bien para la eliminaciòn de los azùcares residuales del vino. 
Quedando supeditada su aplicacién de forma general a la disponibilidad de C. zemplinina en 
forma de LSA. En el presente estudio hemos desarrollado un protocolo para la preparaciòn 
de LSA de C. zemplinina que alcanza una viabilidad de hasta un 40%. Ademés, su 
desempefio en inéculos mixtos en microvinificaciones resulté en una mayor complejidad 
organoléptica en comparacién con los vinos obtenidos con S. cerevisiae. 


Palabras clave: Levadura seca activa, viabilidad, Candida zemplinina 


1. Introducciòn 


La capacidad fructofilica de la levadura vînica C. zemplinina puede ser de gran utilidad 
para la prevenciòn de paradas de fermentacién producidas por la sensibilidad de S. cerevisiae a 
fermentar eficientemente mostos donde la fructosa presenta mayor concentracién en la 
proporcién fructosa : glucosa [1]. Se mostrò que el restablecimiento de este equilibrio 
mediante la adicién de glucosa permitia reactivar la fermentacién mediada por cepas de S. 
cerevisiae sensibles, o bien por el mantenimiento del equilibrio mediado por la capacidad 
fructofilica de C. zemplinina [2, 3]. Los vinos producidos con inéculos mixtos S. cerevisiae/C. 
zemplinina presentan un enriquecimiento en acetoîna, acetaldehidos, acido succinico y niveles 
elevados de glicerol respecto a los producidos unicamente con S. cerevisiae [4]. Para lograr que 
C. zemplinina se vuelva una herramienta biotecnolégica, tanto para aplicaciones puntuales 
durante la fermentacién o bien para inducir cambios organolépticos del vino, ha de poderse 
comercializar en formato de Levadura Seca Activa (LSA), reduciéndose asî gastos de 
almacenado y transporte, y asegurando la pureza del inéculo. 


Debido a la capacidad fructofilica de C. zemplinina, la cual puede ser necesaria en 
algunos momentos puntuales de la fermentacién o para acentuar  caracteristicas 
organolépticas del vino, se podrian realizar inéculos mixtos de C. zemplinina y S. cerevisiae. 
Para que estos inéculos puedan ser una herramienta biotecnolégica para los enélogos, 
deberian poder comercializarse como LVSA (levadura vinica seca activa), formato para el cual 
los profesionales del sector ya cuentan con las competencias requeridas para su uso. 
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Consecuentemente, el objetivo de este trabajo es la obtencién de un protocolo para 
obtener una cepa de C. zemplinina en formato de LVSA y evaluar su impacto en el perfil 
organoléptico de un vino elaborado a partir de inéculos mixtos. 


2. Material y métodos 


Se evaluaron 6 cepas de C. zemplinina aisladas de mosto de uva, éstas fueron 
cultivadas en agitacién constante a 100 rpm y a 322C en YPD e inoculadas con un precultivo a 
una DOegg inicial de 0,250. 


Se procediò a la desecaciòn de 5-10” células, previamente sonicadas (3 veces durante 3 
s con descansos en frio de 4 s), con diferentes concentraciones de trehalosa (5%, 10%, 20% y 
30%) durante 20 h con un flujo de aire a 282C [5]. Transcurridas las 20 h se rehidrataron las 
células a: 302C, 402C y 502C; durante: 10min, 20min y 30min. Ademés de rehidratar las células 
con H;0 se evaluaron la presencia de rafinosa 0,25%, 0,5mM FeSOz, 1mM acido ascérbico, 
5mM MgSOz, prolina 10% y sus combinaciones. 


La viabilidad celular fue evaluada mediante siembra en YPD, usando un sembrador 
automatico (AES Laboratoire, Francia). Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias 
(UFC) tras haber sido incubadas a 322C durante 48 h, mediante el software ProtoCol SR/HR 
versiòn 1.27 de Symbiosis (Cambridge, UK). 


Las microvinificaciones se realizaron en 1,5 L a partir de mosto concentrado y 
suplementado con 300 mg-L de nitrégeno asimilable. AI dia 4 se habfa consumido el 50% de 
los azùicares totales, cuando las fermentaciones fueron complementadas con 50 mg:L* de 
fructosa. Los componentes volatiles principales fueron determinados por el Laboratorio de 
Andlisis del Aroma y Enologia (Zaragoza, Espafa). 


3. Resultados 


Se evalué la tolerancia a la deshidratacién de 6 cepas de C. zemplinina en diferentes 
puntos de crecimiento para determinar la tasa de viabilidad para cada cepa en diferentes 
estados fisiolégicos (Fig. 1). Todas las cepas evaluadas presentaron perfiles similares de 
tolerancia a la deshidratacién, con células obtenidas entre 16 h y 24 h de cultivo en fase 
estacionaria. No obstante los resultados aquî presentados corresponden a los obtenidos para 
la cepa CBS1713, la cual alcanzé el mayor valor de viabilidad una vez sometida al proceso de 
secado y rehidrataciòn. 


Para la cepa C. zemplinina CBS1713 se evalué la viabilidad rehidratando las células 
entre 302C y 502C durante 10 min, 20 min y 30 min (Fig. 2). Se observé una disminucién 
significativa de la viabilidad en los casos en que las células se rehidrataron a 502C durante 10 
min. La mayor viabilidad se obtuvo con células rehidratadas durante 30 min a 302C. De los 
suplementos evaluados durante la rehidratacién prolina 10% duplicò la viabilidad celular, 
alcanzàndose un 40% (dato no mostrado). 


Las microfermentaciones mixtas finalizaron al 9 dia de ser inoculadas, cuando las 
inoculadas con S. cerevisiae se extendieron 5 dias més (datos no mostrados). Los valores 
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enolégicos obtenidos aproximadamente para las diferentes fermentaciones fueron: etanol 
13.5 % vol-vol*, azùcares residuales 3.2 mg-L* y acido acético 150 mg-L*. 
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Fig. 1 Viabilidad celular a diferentes puntos de la curva de crecimiento. A titulo de ejemplo de representa 
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Fig. 2 Viabilidad celular a diferentes condiciones de rehidratacién. Resultados de 3 réplicas biolbgicas + DS. 


Los perfiles aromaticos obtenidos de las diferentes microfermentaciones mixtas 
muestran un marcado incremento de acetato de etilo, acetato isoamilo, butirato etilo, 
hexanoato etilo, octanoato etilo, alcohol isoamilico, metionol, B-feniletanol, acido butirico, 
àcido isovaleriànico, acido hexanoico y àcido octanoico. De los 29 compuestos analizados 


solamente el acetaldehido de las fermentaciones mixtas presentò un valor tres veces inferior a 
las inoculadas solamente con S. cerevisiae. 


108 


Tabla 1 Componentes volàtiles producidos durante las fermentaciones mixtas y simples. 


S. cerevisiae + Umbral de 
Compuestos C. zemplinina _—S. cerevisiae percepciòn 
Carbonilos, notas oxidativas y lacticas Acetaldehido 21.03+5.65 77.24+9.11 0.5 
Acetatos, notas frutales y florales Acetato de etilo 41,10+1.57 4.29+4.30 12.3 
Acetato isoamilo 1.01+0.20 ND. 0.03 
Ésteres etilicos lineales, notas frutales Butirato etilo 0.20+0.01 N.D. 0.125 
Hexanoato etilo 1.16+0.78 N.D. 0.062 
Octanoato etilo 0.56+0.32 0.15+0.03 0.58 
Decanoato etilo 0.08+0.04 N.D. 0.2 
Alcoholes, notas fusel y verdes Alcohol isoamilico 101.01+3.16 23.09+0.42 30 
Metionol 2.49+0.18 0.30+0.01 1 
R-feniletanol 16.55+2.57 8.22+5.82 14 
Acidos, notas de queso Acido butirico 0.76+0.02 0.20+0.01 0.173 
Acido isovalerianico 0.73+0.01 0.18+0.01 0.033 
Acido hexanoico 3.54+0,41 0.32+0.02 0.42 
Acido octanoico 8.81+0.50 1.32+0.13 0.5 


2 z A A A sat 1 
Los valores del umbral de olfacciòn estàn estimados en vinos sintéticos. Los valores representados en mg-I° de al 
menos tres réplicas de fermentaciòn + DS. 


4. Conclusiones 


Se ha podido demostrar que la presencia de prolina durante la rehidrataciòn tiene un 
efecto positivo en la mejora de la viabilidad celular en la preparacién de C. zemplinina en 
forma de LSA. La evaluacién de la LSA de C. zemplinina en inéculo mixto confirmé el aporte 
organoléptico positivo de esta levadura al vino aportando notas florales, fusel y de queso. 


5. Bibliografia 

1. Bisson, L.F., Kunathigan, V. 2003. On the trail of an elusive flux sensor. Res 
Microbiol. 154: 603-610. 

2. Berthels, N.J., Cordero Otero, R.R., Bauer, F.F., Pretorius, 1.S., Thevelein, J.M. 2008. 
Correlation between glucose/fructose discrepancy and hexokinase properties in 
different Saccharomyces cerevisiae wine yeast strains. Appl Microbiol Biotechnol 77: 
1083-1091. 

3. Magyar, I., Téth, T. 2011. Comparative evaluation of some oenological properties in 
wine strains of Candida stellata, Candida zemplinina, Saccharomyces uvarum and 
Saccharomyces cerevisiae. Food Microbiol 28: 94-100. 

4. Ciani, M., Maccarelli, F. 1998. Oenological properties of non-Saccharomyces yeasts 
associated with wine-making. World J Microb Biot 14: 199-203. 

5. Rodriguez-Porrata, B., Carmona-Gutierrez, D., Reisenbichler, A., Bauer, M., Lépez, G., 
Escoté, X., Madeo, F., Cordero-Otero, R. 2012. Sip18 hydrophilin prevents yeast cell 
death during desiccation stress. J Appl Microbiol 112: 512-25. 


6. Agradecimientos 


Los autores agradecen la ayuda del Ministerio de Ciencia e Innovacién (AGL2012-40018-C01- 
01), a la Generalitat de Catalufia por la beca doctoral de GL (FI-DGR 2012 AGAUR) y a la 
Universidad Rovira y Virgili por la beca doctoral de GR (2014PMF-PIPF-47). 


109 


M03 - INCREMENTO DE LA TOLERANCIA AL SECADO DE CEPAS 
VÎNICAS DE SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE 


Gemma Roca-Domènech!, Gema Lépez Martinez!, Victor Tirado!, Montse Poblet*, Nicolas 
Ròzes!, Ricardo Cordero-Otero! 

Universidad Rovira y Virgili, Dpto. Bioquimica y Biotecnologia, Campus Sescelades. Marcel-li Domingo 
s/n, 43007 - Tarragona, Espafia 

ricardo.cordero@urv.cat 


RESUMEN: 


En este estudio se evalùan diferentes metabolitos durante el proceso de secado y 
rehidratacién para 9 cepas de Schiz. pombe y de este modo determinar si estos metabolitos 
presentan un efecto positivo para asegurar la viabilidad celular antes de su inoculacién en 
mosto. Se observò que la presencia del 10% de trehalosa durante el secado y la 
rehidratacién con una soluciébn 53mM MgSOx aumenta la viabilidad hasta un 70% en algunas 
de las cepas evaluadas. 


Palabras clave: Levadura seca activa, viabilidad, Schizosaccharomyces pombe 


1. Introducciòn 


Actualmente, la mayor parte del vino producido a nivel mundial proviene de mostos 
inoculados a partir de levaduras vinicas seleccionadas, que a menudo son comercializadas en 
forma de levadura seca activa (LSA), asegurando asî la estabilidad genética durante el 
almacenado y la pureza e identidad microbiana de la entidad iniciadora de la fermentaciòn del 
mosto [1]. 

Por otro lado, inoculaciones mixtas secuenciales del mosto con S. cerevisiae y diferentes no- 
Saccharomyces como: Hanseniaspora, Kloeckera, Candida, Pichia, Zygosaccharomyces, 
Schizosaccharomyces y Torulaspora, evidencian su capacidad de proporcionar una mayor 
complejidad aromatica, debido a la producciòn de metabolitos secundarios, tales como 
glicerol, acetato de 2-feniletilo y acetato de isoamilo [2]. De estos géneros, se muestra especial 
interés en Schiz. pombe por su elevado poder fermentativo, su capacidad de reducir el 
contenido de àcido glucénico y metabolizar eficientemente el acido L-mélico a etanol y C,0. En 
este estudio se desarrolléò un protocolo para obtener Schiz. pombe en formato de LSA. 


2. Material y Métodos 


Se evaluaron 9 cepas de Schiz. pombe (Sp1 — Sp9), éstas fueron cultivadas en agitaciòn 
constante a 100 rpm y a 322C en EMM (Edinburgh Minimal Medium) e inoculadas con un 
precultivo a una DOcoo inicial de 0,250. 


Se procediò a la desecacién de 5-10” células, previamente sonicadas (3 veces durante 3 
s con descansos en frio de 4 s), con diferentes concentraciones de trehalosa (5%, 10%, 20% y 
30%) durante 20 h con un flujo de aire a 282C [3]. Transcurridas las 20 h se rehidrataron las 
células a: 252C, 302C, 372C y 402C; durante: 5min, 15min, 30min y 45min. Ademéàs de 
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rehidratar las células con H;0 se evaluaron la presencia de rafinosa 0,25%, 0,5mM FeSO, 1mM 
acido ascérbico, 53mM MgS0O,y sus combinaciones. 

La viabilidad celular fue evaluada mediante siembra en YPD, usando un sembrador 
automàatico (AES Laboratoire, Francia). Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias 
(UFC) tras haber sido incubadas a 322C durante 48 h, mediante el software ProtoCol SR/HR 
versién 1.27 de Symbiosis (Cambridge, UK). 


Para evaluar la acumulacién de ROS se usò dihidroetidio (DHE) realizando el protocolo 
descrito por Lépez-Martinez et al. [4]. La fluorescencia fue cuantificada con el uso de un 
microscopio de fluorescencia Leica (DM400B, Germany), una camara digital (Leica DFC300FX) y 
el Sofware Leica IMSO. 


Finalmente, se evaluaron los paràmetros biolégicos, tiempo de duplicaciòn (TD) y la 
fase lag (A), usando los datos obtenidos de las curvas de crecimiento con el modelo de Baranyi 
y Roberts [5] con el Software MicroFit. Las curvas fueron obtenidas mediante el seguimiento 
del crecimiento en microplacas con un inéculo inicial de 0,6 DOgoo durante 24 h a 322C, con 
mediciones cada 10 min y agitaciòn en un lector de placas (POLARstar OMEGA). 


3. Resultados y Discusiòn 


Se evaluò la tolerancia a la deshidratacién de las 9 cepas de Schiz. pombe con el 
protocolo de Rodriguez et al. [6]. Se agruparon en tres grupos segun su viabilidad celular: Sp3, 
Sp5 y Spe (< 8% de viabilidad); Sp1, Sp4 y Sp7 (8-17 % de viabilidad) y Sp2, Sp8 y Sp9 (>17 % de 
viabilidad). Luego, se escogieron las cepas Sp2, Sp3 y Sp4 para evaluar el efecto de la 
temperatura y el tiempo de rehidratacién en la viabilidad celular. Se evaluò la viabilidad 
rehidratando las células entre 202C y 602C durante 30 min; y también se evaluaron los tiempos 
entre 5min y 45min a 37°C (Fig. 1). Se observé una disminuciòn significativa de la viabilidad en 
los casos en que se incubaron las células a 552C y 602C, pero no se observaron diferencias 
significativas en el rango de 202C y 50°C (Fig. 1A). Tampoco se observaron diferencias 
significativas de la viabilidad a diferentes tiempos con una temperatura de 372C (Fig. 1B). Por 
ello, a continuacibn se rehidrataron las células a 372C durante 5 min. 
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Fig. 1. Efecto de la temperatura y el tiempo de rehidrataciòn vs la viabilidad celular de Schiz. pombe (Sp2 barras 
blancas, Sp3 barras grises y Sp4 barras negras. La viabilidad se encuentra representada como la mediana de 3 
réplicas biolbgicas +SD. A) Rehidratacibn a diferentes temperaturas durante 30 min. B) Rehidratacibn a 372C 
durante diferentes tiempos. 
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A continuaciòn, se evaluò la viabilidad de las células secadas en presencia de trehalosa 
5%, 10%, 20% y 30% o H.0 pura como referencia. Se observé un incremento significativo de la 
viabilidad en 5% y 10% de trehalosa respecto del control (Fig. 2). Se eligiéò la condicién 10% 
trehalosa para seguir con el estudio. 
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Fig. 2. Efecto de la trehalosa a diferentes concentraciones en la viabilidad celular de Sp2 (barras blancas), Sp3 
(barras grises) y Sp4 (barras negras). Resultados de 3 réplicas biol6gicas + SD. * Indica p<0.01 en referencia al 0% de 


trehalosa. 


Ademés, para la cepa Sp2 se evaluò la rehidratacién en presencia de: rafinosa 0,25%, 
Fe'? 0,5MM y MgSO, 5mM, que mostraron un incremento en la viabilidad del 15%, 65% y 74% 
respectivamente, respecto del control. Finalmente, también se evaluò el efecto del 
antioxidante acido ascérbico, pero no se observé un incremento significativo de viabilidad 
(dato no mostrado). Los estudios de rehidratacién posteriores se realizaron en MgSO4 5mM. 


A continuacibn, se evaluò si la rehidratacibn con MgSOy se correlaciona con la 
reduccibn de ROS durante el proceso de rehidratacién. Para ello, se realizé el ensayo con 
dihidroetidio (DHE) tras 5 min de rehidratacién con agua, dcido ascorbico IMM o MgSO, 5mM 
(Fig. 3A). Se observé que después de 1h y 2h en YPD las células rehidratadas en agua o écido 
ascòrbico presentan 10% de reduccién del ROS respecto de las células rehidratadas, 5 min. En 
cambio, las células rehidratadas en presencia de MgSO, presentan una acumulaciòn reducida 
de ROS a los 5 min. Esto sugiere que MgSO, permite que las células prevengan la acumulaciòn 
de ROS durante la exposicién al estrés. 
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Fig. 3. A) Acumulacibn de compuestos ROS durante la imposiciòn de estrés. Cuantificacibn de las células acumulando 
ROS después de la rehidratacién, a los 5min y una vez transcurridas 1h o 2h en YPD. Los valores son resultado de la 
evaluacibon de n = 4 réplicas biolégicas + SD y por cada experimento se evaluaron al menos 1-10° células. 
*Diferencias significativas (p<0.05) respecto a los valores obtenidos a los 5min de rehidratacibn de cada compuesto. 
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B) Curva de crecimiento de células rehidratadas con agua ( ), 1mM dcido ascérbico 4 ( ), 5mM Mg;S0, (4) y el 
combo 1mM dcido ascòrbico + 5mM MgaS03 (x). 


Finalmente, se evaluò la vitalidad celular de las células rehidratadas en presencia de 
acido ascérbico para las cuales se observò un aumento de 1,53 veces el tiempo de duplicacién 
(TD) en relacién al control agua. Por el contrario, en el caso de MgSO, se observé una 
disminucién de 1,51 veces el TD respecto de la condicién de referencia y la rehidratacién con 
el mix de acido ascérbico y MgSOx no presentò diferencias significativas en el TD (Fig. 3B). No 
obstante, las células tratadas con àcido ascérbico presentan una reducciòn de 2 h de su fase A 
y las rehidratadas en presencia MgSO, un incremento de 4 h respecto a las rehidratadas en 
agua. Por lo que se puede concluir que un incremento en la vitalidad, mediante la reduccién de 
la fase A de las células rehidratadas, no se correlaciona con la reduccién del ROS acumulado 
por las células durante el proceso de secado y rehidrataciòn. 


4. Conclusiones 


Se ha podido demostrar que la presencia de trehalosa durante el proceso de secado y 
de Mg durante la rehidratacién tiene un efecto sinérgico en la mejora de la viabilidad celular 
en la preparacién de Schiz. pombe en forma de LSA. Por otro lado, el Mg promueve una fase A 
més larga lo cual es indicador de una actividad celular més lenta. 
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RESUMEN: 

Las condiciones climatolégicas en las que tiene lugar una vendimia influyen en el estado de 
las uvas, en el desarrollo de la vinificacibn, en los microorganismos presentes y, en 
consecuencia, en las caracteristicas de los vinos finalmente obtenidos. Una de las 
principales problematicas que pueden ocurrir en los vinos tintos es su alteracién por 
levaduras de la especie Brettanomyces bruxellensis. En este trabajo se analizaron 100 vinos 
tintos jévenes de una campafia climatolégicamente conflictiva (2013), y se compararon con 
100 vinos de una campafia normal (2012). Se encontraron diferencias significativas en 
algunos paràmetros analiticos y también en la incidencia y desarrollo de levaduras 
alterantes del género Brettanomyces, que fue mayor en la campafia de 2013. Algunos vinos 
en los que Brettanomyces se encontraba en niveles superiores a 10° ufc/ml, no 
desarrollaron caràcter “Brett” al someterlos a un test odorimétrico. Esto indicaria que la 
contaminacién de un vino con esta levadura no es el ùnico factor determinante de la 
alteracibn. La existencia en los vinos de sustancias susceptibles de ser transformadas en 
compuestos responsables del caràcter “Brett”, y/o la presencia de clones de Brettanomyces 
capaces de sintetizarlos, podrian ser importantes. En dicha prueba odorimétrica, los vinos 
que desarrollaron la alteracién presentaron valores superiores de pH, Ac. volàtil y Azùcares, 
asi como menor Grado alcohélico que los vinos que no la desarrollaron. Puesto que la 
contaminacién por Brettanomyces no es facilmente evitable, especialmente en campafias 
conflictivas, el control del caràcter “Brett” debe realizarse mediante medidas que 
prevengan la multiplicacibtn de dichas levaduras. Pero también se deberia seguir 
investigando sobre la importancia que compuestos minoritarios y clones de Brettanomyces 
presentes en un vino tienen en el desarrollo de la alteraciòn. 


Palabras clave: Brettanomyces, campafias conflictivas, vinos tintos 


1. Introducciòn 


Las condiciones climatolégicas reinantes durante una vendimia afectan a las 
caracteristicas de las uvas, a los microorganismos presentes y al desarrollo de la vinificaciòn y, 
en consecuencia, a las caracteristicas de los vinos obtenidos. Vendimias conflictivas, realizadas 
en condiciones climatolégicas no favorables, pueden presentar problemas en la calidad de la 
uva y exigen a las bodegas la aplicacién de tecnologias que intenten paliar el descenso en la 
calidad de la materia prima y obtener vinos que cumplan los requisitos exigidos. 


Uno de los principales problemas que se puede presentar en los vinos es el desarrollo 
de Brettanomyces, ya que esta levadura està implicada en el deterioro del vino al provocar 
cambios organolépticos en el vino debidos a la aparicién de olores fenélicos, denominados 
caràcter “Brett” (6). La presencia de Brettanomyces en vinos es un problema de importancia 
internacional, ya que todas las regiones vinicolas estàn afectadas en mayor o menor medida. 
Ademàs, las importantes repercusiones econémicas que supone la contaminaciòn de vinos con 
Brettanomyces/Dekkera, hacen del control de estos microorganismos el mayor reto de la 
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enologia moderna (7, 8). Sin embargo, a pesar de la informacién existente hasta la fecha, aùn 
no es posible establecer qué factores estàn realmente implicados en la aparicién de caràcter 
“Brett” en los vinos. Un mayor conocimiento de los factores que determinan si vinos 
contaminados por Brettanomyces desarrollan alteracién es esencial para establecer el origen 
del deterioro de un vino. Este conocimiento es especialmente necesario en las vinificaciones 
conflictivas en las que son mayores los riesgos de contaminacién y proliferaciébn de 
Brettanomyces y la aparicién de vinos defectuosos. 


EI objetivo de este trabajo es estudiar la incidencia de Brettanomyces en vinos 
correspondientes a una de las campafias més conflictivas en la D.O.Ca. Rioja de los ùltimos 
afios y los factores que pudieran estar implicados en la aparicién de este caràcter “Brett”. 


2. Material y métodos 


EI estudio se realizé durante la campafia de 2013 con 100 vinos tintos jévenes que 
acababan de finalizar las fermentaciones alcohélica y malolàctica. Los vinos procedian todos de 
bodegas de la D.O.Ca. Rioja y se compararon con 100 vinos tintos jévenes de la cosecha del 
2012 de la misma procedencia. Los andlisis quimicos realizados a los vinos se Ilevaron a cabo 
mediante los métodos recogidos en el Reglamento CEE n2 2676/1990. Para el Anglisis por 
qPCR se utilizé el ETS Scorpions Systems. Para la identificacibn y cuantificaciòn se utilizé el 
termociclador Smart cycler Il (Cepheid) y marcadores fluorescentes. El andlisis Odorimétrico se 
llevé a cabo inoculando un caldo de enriquecimiento selectivo (3) con el vino, incubando a 
302C durante 10 dias y monitorizado por anglisis olfativo periédico, registrando los dias 
necesarios en detectar aroma a “Brett” caracteristico. 


3. Resultados 


EI afio 2013 resultò ser una campafia conflictiva. Hubo retrasos en la maduraciòn y en 
la vendimia, y se presentaron problemas sanitarios en la uva y dificultades durante la 
vinificacibn que determinaron las caracteristicas de los vinos de esa campafia. De hecho, los 
vinos del 2013 presentaron diferencias estadisticamente significativas con los vinos 
correspondientes al 2012 (campafia sin problemas sanitarios y con fermentaciones normales) 
para los paràametros pH, acidez total, àcido mélico, contenido en azUcares reductores, grado 
alcohélico, sulfuroso libre, Intensidad Colorante, Indice de Polifenoles Totales y extracto seco. 


Cuando se consideran como positivos los vinos en los que se detecta Brettanomyces 
mediante qPCR, fueron 47 las muestras positivas en el 2013, cifra notablemente superior a la 
registrada en 2012 que fue sélo de 27. Las mayores dificultades en maduracién y vinificaciòn 
registradas de la campafia del 2013 justificarian el mayor numero de muestras con presencia 
de Brettanomyces, e indicarian que la calidad de la uva y el desarrollo de las fermentaciones 
podrian ser factores muy relacionados con la presencia de estas levaduras en los vinos (4). 
Sefialar igualmente que los vinos del 2013 tuvieron un contenido de SO; libre 
significativamente inferior a los vinos del 2012. 


AI considerar el nivel de contaminacién y estimar como positivas las muestras con 
recuentos de Brettanomyces superiores a 10° ufc/ml mediante qPCR, el numero de positivas se 
redujo hasta 45 en 2013. Sin embargo, en el 2012 sélo 5 de las 100 muestras presentaron 
niveles de contaminacién por encima de 10° ufc/ml. Estos resultados indican que, 
efectivamente, en campafias sanas y salvo en vinos con problemas, no sélo la frecuencia de 
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vinos contaminados por Brettanomyces es baja sino que, ademéàs, la presencia de esta 
levadura no Ilega a alcanzar poblaciones que puedan originar defectos. Sin embargo, en 
afiadas dificiles la incidencia de Brettanomyces es mayor y ademés los recuentos son elevados. 
Los 45 vinos positivos de 2013 tuvieron un valor de pH ligeramente inferior al de las muestras 
consideradas como negativas. La acidez volàtil también presentò valores més elevados en los 
vinos positivos frente a los negativos, lo que podria indicar una alteraciòn incipiente de estos 
vinos. Para el resto de los paràametros quimicos analizados, los vinos con niveles de 
Brettanomyces superiores a 10° ufc/ml por qPCR fueron indistinguibles de los vinos con poca o 
ninguna presencia de esta levadura. 


Finalmente, al aplicar el método odorimétrico en los vinos de 2013, el nùmero de 
positivos se redujo drasticamente a 13. Esta disminucién podria explicarse por las 
caracteristicas de los métodos de deteccién empleados. Asi, la qPCR contabiliza el ADN de 
todas las células de Brettanomyces presentes, ya estén vivas, muertas o se encuentren en 
estado VBNC, asi como clones de esta especie incapaces de producir etilfenoles. Por su lado, el 
método odorimétrico sélo detecta como positivos los vinos que presentan Brettanomyces 
vivas y capaces de producir etilfenoles. De las 13 muestras consideradas positivas por el 
método odorimétrico, 12 de ellas presentaron, efectivamente, recuentos claramente 
superiores a 10° ufc/ml por qPCR. Sin embargo, hubo una muestra que, siendo positiva por el 
criterio odorimétrico, los recuentos por PCR no alcanzaron las 10° ufc/ml. Ademés, también se 
observé que vinos con altos recuentos en Brettanomyces, no desarrollaron caràcter “Brett”. 
Este hecho parece indicar que la existencia de altas poblaciones de Brettanomyces no siempre 
se traduce en la aparicién de defectos sensoriales y que otros factores podrian estar 
implicados. De hecho distintos clones de Brettanomyces presentan diferente capacidad en la 
producciòn de etilfenoles (1). Por otro lado la cantidad y naturaleza en el vino de compuestos 
minoritarios susceptibles de ser transformados por Brettanomyces en compuestos 
responsables de la aparicién de olores anémalos, podria ser otro factor de influencia (2). 


Los vinos clasificados como positivos con el criterio odorimétrico presentaban unos 
valores de pH inferiores a los vinos que no desarrollaron este caràcter, asi como mayores 
valores de acidez volàtil. También presentaron menores niveles de grado alcohélico mientras 
que el contenido en azùcares reductores fue superior y, consecuentemente, una densidad 
mayor que en los vinos negativos. Los vinos del 2013 positivos presentaron un contenido 
inferior en SO; que los considerados negativos, lo que podria sefialar la influencia del SO, en la 
presencia y desarrollo de Brettanomyces (5). Por otra parte, indicar que aunque en este 
estudio los vinos clasificados como positivos no presentaron diferencias significativas en los 
niveles de polifenoles totales, seria necesario profundizar en la composicibn de estos 
componentes puesto que son los precursores de los etilfenoles. 


4. Conclusiones 


Las condiciones climatolégicas en las que tiene lugar una campafia influyen en el 
desarrollo de la vinificacién y, a su vez, en las caracteristicas de los vinos finales obtenidos. Asi, 
los vinos de la campafia conflictiva del 2013 fueron marcadamente diferentes a los de la 
campafia del 2012, que habia transcurrido con normalidad. Las diferencias se reflejaron no 
sélo en paràmetros analîticos sino también en la incidencia y desarrollo de Brettanomyces, que 
resulté mucho mayor en la campafia de 2013. Por lo tanto, campafias complicadas exigen una 
mayor atenciòn al desarrollo de Brettanomyces y la aparicién de caràcter “Brett”. Al comparar 
el numero de vinos en los que Brettanomyces està presente, incluso a niveles superiores a 10° 
ufc/ml, con los que muestran caràcter “Brett” en el test odorimétrico, se deduce que la 
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contaminaciébn de un vino con esta levadura no es el ùnico factor determinante de la 
alteraciébn. De hecho, se han encontrado vinos con elevados recuentos que resultaron 
negativos en el test odorimétrico. 


En este estudio, los vinos clasificados como positivos en caràcter “Brett” por 
odorimetria presentaron valores ligeramente inferiores de pH, pero superiores de acidez 
volàtil, azUcares reductores y densidad asi como menor grado alcohélico que los vinos 
negativos. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el contenido en polifenoles totales, 
si bien este resultado no significa necesariamente que la composiciòn de esta fraccién fenélica 
fuera la misma. 


Puesto que la contaminacién por Brettanomyces de los vinos no parece ser fàcilmente 
evitable, el control del desarrollo del caràcter “Brett” deberîa igualmente buscarse a través de 
los compuestos minoritarios del vino. Asî, ademàs de medidas tecnolégicas para prevenir la 
contaminacién, desarrollo y crecimiento de Brettanomyces, resultaria necesario controlar las 
practicas enolégicas que influyen en la composicién de la fraccién fendlica. 
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RESUMEN: 

Deficiencias en nitrégeno de los mostos, vitaminas o factores de crecimiento son causa de 
ralentizaciones, paradas y/o una produccién excesiva de SH, en fermentaciòn. En este trabajo 
se ha estudiado el empleo de fosfato diaménico y los nutrientes Fermaid® E y Fermaid® AT 
(Lallemand) en fermentacién alcohélica y su impacto sobre la calidad de los vinos. La evolucién 
de la fermentacién alcohélica en los vinos Fermaid® E fue més lenta. En cuanto a composicién 
nitrogenada se observ6 mayor concentracién de aminoàcidos en los vinos que habfan sido 
suplementados con aménio. Ademés, estos vinos presentaron mayor acidez total. En 
composicién volatil, los vinos Fermaid® E y AT contenfan més alcoholes bencénicos, terpenos, 
norisoprenoides y compuestos furànicos, y menos alcoholes lineales. Sensorialmente los vinos 
Fermaid® E destacaron por mayor intensidad aromatica, més frescos, complejos, persistentes y 
afrutados en boca. 


Palabras clave: Fermentaciòn alcohdlica, Nutricién, Composicién vinos. 


1. Introducciòn 


Una adecuada nutricién de las levaduras durante la fermentaciòn alcohdlica (FA) reduce 
el riesgo de fermentaciones lentas o paradas y es esencial para una fermentacibn sana 
evitando contaminaciones y proliferacién de microorganismos no deseados. La composicién en 
nitrégeno de los mostos de uva afecta el crecimiento, al metabolismo de la levadura, la rapidez 
y la finalizacién de la FA. El mosto de uva es un medio nutritivo completo, aunque en ocasiones 
se encuentran carencias en compuestos nitrogenados. Las deficiencias de nitrégeno son causa 
de las ralentizaciones o paradas de la FA_ [1]. Una concentracién por debajo de 140 mg/L de 
nitrégeno asimilable dificulta la fermentacién [2]. Para evitar estos problemas se afiaden 
suplementos nutricionales. 


Existen distintas posibilidades de nutricibn de las levaduras durante la fermentacién 
alcohélica segùun la procedencia del nitrégeno utilizado. Fuentes de nitrégeno 100% inorgànico 
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como sales de amonio (fosfato diaménico (DAP) y/o sulfato diaménico (DAS)), que se asimilan 
muy rapidamente y tienen una influencia directa sobre la biomasa debido al aumento del 
crecimiento durante la fase exponencial. Preparaciones compuestas por nitrégeno inorgànico 
y nitrégeno organico (partes de levadura inactiva ricas en nitrégeno a-amino), que combinan 
los efectos del nitrégeno inorgànico y organico para el crecimiento y la fermentacibn de 
levaduras. Otras preparaciones o nutrientes, denominados complejos, mezclan nitrégeno 
inorganico y orgànico, junto con otros nutrientes esenciales y biofactores, vitaminas (édcido 
pantoténico, biotina, acido félico, riboflavina y tiamina) y minerales esenciales (Magnesio, 
Manganeso, Zinc), asî como factores de supervivencia (acidos grasos poliinsaturados y 
esteroles). 


EI nitrégeno orgànico es asimilado méàs lentamente que el nitrégeno inorgànico y ello, 
previene los picos de la actividad fermentativa y por tanto limita los picos de temperatura. 


En este trabajo se ha estudiado el efecto del empleo de distintos tipos de nutrientes 
para la levadura durante la FA y su impacto sobre la calidad de los vinos. 


2. Material y métodos 


2.1. Elaboraciones 

Durante la vendimia 2013 se elaboraron vinos blancos de la variedad Airén en la 
bodega experimental del IVICAM. Tras el estrujado y prensado de las uvas, el mosto fue 
distribuido uniformemente en 9 depésitos de 100 L cada uno. La levadura empleada para 
llevar a cabo la FA fue Enoferm M2® en dosis de 20 g/HL. En todos los casos los nutrientes se 
afiadieron en dosis de 30 g/HL a 1/3 de la FA (aproximadamente 1060 de densidad). Los 
nutrientes empleados fueron: Fosfato diaménico y los nutrientes complejos Fermaid® E y 
Fermaid® AT (Lallemand). La ùnica diferencia entre estos dos ùltimos es que el nitrégeno 
inorganico de Fermaid® E està formado por una mezcla de DAP y DAS, mientras que el 
Fermaid® AT solo contiene DAP. La temperatura de fermentaci6n fue de 18 °C y en todos los 
casos se realizé el descube a 995 de densidad. Acabada la FA los vinos fueron trasegados y 
sulfitados. Finalmente se estabilizaron y filtraron antes de su embotellado. 


2.2. Analisis de los vinos 

Los parametros fisicoquimicos habituales en vinos se analizaron de acuerdo con los 
métodos oficiales de la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino [3]. Los compuestos 
volàtiles se determinaron por cromatografia de gases [4] y los aminoàcidos por HPLC [5]. 


2.3. Analisis sensorial 
Se realizé una prueba triangular y el analisis sensorial descriptivo de los vinos por un 
panel de cata formado por 10 catadores, utilizando la norma ISO 11035. 


3. Resultados 
3.1. Evolucibn de la fermentacién alcohédlica 
En los vinos Fermaid® E la evoluciòn de la FA fue algo més lenta que en los vinos 


fosfato diamònico y Fermaid® AT. En todo caso las diferencias son minimas y sin 
importancia practica. 
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3.2. Composicibn nitrogenada 

En la Tabla 1 se presenta la concentraciébn de amonio y aminoàcidos del mosto 
inicial, de los vinos finales y la concentracién afiadida con cada uno de los nutrientes. 
En la fermentacién se consume la pràctica totalidad del amonio presente (natural y 
afiadido) y entre 200-160 mg/L de aminoàcidos. El contenido en aminofcidos tras la 
fermentacién fue mayor en los vinos fosfato diaménico, ya que tienen méàs aménio y 
consumen éste antes que los aminoàcidos disponibles, al ser màs fàcilmente asimilable 
por las levaduras. El contenido final en amonio fue similar en los tres casos. 


Tabla 1: Compuestos nitrogenados 


Amonio Aminoscidos 
Mosto inicial (mg/l) 12,02 332,37 
Nutriente afiadidos 
Fosfato diaménico (mg/L) 23,76 
Fermaid E (mg/L) 15,53 4,71 
Fermaid AT (mg/L) 11,96 11,74 
Vinos finales 
Vino Fosfato diaménico (mg/L) 0,78 + 0,04 170,75 +14,82 5 


148,02 + 2,31 ®® 
130,20 + 26,05 ° 


Vino Fermaid E (mg/L) 
Vino Fermaid AT (mg/l) 


0,76 + 0,02 
0,71+ 0,15 


3.3. Analisis fisico-quimicos, compuestos volatiles 

Los resultados obtenidos en los vinos se presentan en la Tabla 2. Los vinos fosfato 
diaménico difieren significativamente, con una mayor acidez total, con respecto a los vinos en 
los que se adicioné Fermaid® E y Fermaid® AT, sin embargo el pH no sigue la légica 
correspondencia inversa con la acidez y por el contrario los vinos suplementados con Fermaid 
AT presentaron la acidez total y el pH màs bajo. También se observa un aumento de la 
produccibn de metabdlitos secundarios (dcido succinico y glicerina) al afiadir Fermaid® E y 
Fermaid® AT. 

Tabla 2: Paràmetros fisico-quimicos y compuestos volàtiles 


Fosfato diaménico Fermaid® E Fermaid ®AT 
Grado alcohélico (% v/v) 12,29+0,01° 12,32 +0,01° 12,26+0,01° 
Acidez total (g/L) 5,75+ 0,09? 5,66 + 0,00 ° 5,58 + 0,03 ° 
pH 3,57+0,05° 3,54 + 0,04 ®D 3,50 + 0,01 ° 
Acidez volatil (g/L) 0,34 + 0,04 0,32 + 0,04 0,31 + 0,05 
Acido succinico (g/L) 0,20 + 0,01 È 0,23 + 0,04 ° 0,27 + 0,02? 
Glicerina (g/l) 5,71+0,13 5,99 + 0,16 6,13 + 0,42 
Acetatos (mg/l) 48,15 + 15,51 51,19 + 7,67 38,59 + 16,25 
Esteres etilicos (mg/L) 11,22+0,47 12,85 + 1,89 12,59+0,81 
Alcoholes lineales (mg/L) 264,83 + 40,71 258,49 + 21,97 237,15 + 6,77 
Terpenos (ug/L) 45,19 + 12,68 83,66 + 30,81 86,71 + 24,29 
Alcoholes C6 (mg/l) 0,54 + 0,39 0,78 + 0,22 0,62 + 0,07 
Alcoholes bencénicos (mg/L) 7,09 + 1,76 ° 14,89 + 4,94° 16,54 + 1,69° 
Norisoprenoides (ug/L) 5,53 +1,92° 8,16+1,18° 9,29+0,15° 
Fenoles volàtiles (mg/l) 2,59+0,75° 3,58 + 1,59 ° 5,22 + 0,29? 
Compuestos furànicos (ug/L) 2,65 + 0,36 ° 15,87+9,92° 13,09 + 0,25° 
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En la composicién volàtil, se ha observado mayor contenido en alcoholes bencénicos, 
norisoprenoides y compuestos furànicos, con diferencias estadisticamente significativas en los 
vinos Fermaid® E y Fermaid® AT. También se observé mayor contenido en terpenos y alcoholes 
C6 y menor contenido alcoholes lineales en estos vinos, aunque sin diferencias 
estadisticamente significativas. La mayoria de estos compuestos se encuentran en forma libre 
y como glicésidos y su aumento puede ser debido a una mayor actividad de las enzimas B- 
glucosidasas de las levaduras. 


3.4. Analisis sensorial 

En las pruebas triangulares sélo se observaron diferencias significativas entre los vinos 
en los que se afiadié fosfato diaménico y el nutriente Fermaid® E. Los resultados del andlisis 
sensorial descriptivo mostraron que los vinos Fermaid® E tenian en la fase olfativa con una 
mayor intensidad aromética con respecto a los vinos en los que se afiadiò fosfato diaménico. 
Ademàs los vinos Fermaid® E destacaron por ser més frescos y con mayor duracién en la fase 
gustativa y màs complejos, persistentes y afrutados. Por el contrario los vinos suplementados 
con fosfato diaménico se evaluaron con mayor intensidad a fruto seco. 


4. Conclusiones 

Una adecuada nutricién nitrogenada es esencial para un correcto desarrollo de la FA, 
pero se ha demostrado que también es importante el tipo de nutriente empleado. La elecciòn 
entre sales de amonio o un nutriente complejo modifica el perfil del vino final, tanto desde el 
punto de vista de la composicién quimica como de sus cualidades sensoriales. 
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RESUMEN: 


Durante los ùltimos afios los cultivos mixtos de cepas de Saccharomyces cerevisiae o de S. 
cerevisiae y no-Saccharomyces se han aplicado con buenos resultados para mejorar las 
caracteristicas aromaticas del vino. Con el fin de conocer el dominio del proceso y la 
competencia entre cepas, se ensayaron dos cepas de S. cerevisiae comerciales (A y B) 
inoculadas individualmente o en forma de cultivo mixto (AB) en mostos Airén en bodega 
experimental. Los resultados mostraron que los porcentajes de implantacién para la 
levadura A fueron del 65-70%, y para B del 35-40%. En el caso de los cultivos mixtos estos 
porcentajes disminuyeron considerablemente, siendo la presencia de A del 35-40% y de B 
sin representaciòn. 


Palabras clave: cultivos mixtos, levadura, dominio de cepas, Saccharomyces, vino 


1. Introducciòn 


La obtencién de vino a partir de mosto de uva es un proceso complejo que implica la 
participacién de diferentes microorganismos siendo S. cerevisiae, junto con otros géneros y 
especies de levaduras, la principal responsable de la fermentacién alcohélica. Para fermentar 
el mosto, existen dos posibilidades, bien Ilevar a cabo una fermentaciòn natural o espontànea 
donde se deja evolucionar la propia microbiota del mosto, o bien lo que se conoce como 
fermentacién inoculada, donde se potencia la imposicién de una determinada cepa de S. 
cerevisiae mediante su inoculacibn en forma de levadura seca activa (LSA), con el fin de 
controlar mejor las fermentaciones, evitar incidentes organolépticos y conseguir una calidad 
homogénea afiada tras afiada. 


Durante los Ultimos afios los cultivos mixtos de cepas de Saccharomyces cerevisiae o de 
S. cerevisiae y no-Saccharomyces se han aplicado con buenos resultados para mejorar las 
caracteristicas aromàticas del vino [1, 2]. Ademés de tener en cuenta las posibles interacciones 
entre los componentes del cultivo iniciador mixto, resulta imprescindible determinar la 
influencia de la microbiota autéctona en la implantacién de dicho cultivo. De hecho, la 
implantacién de un cultivo iniciador, aunque se trate de una cepa comercial de S. cerevisiae 
inoculada en forma de LSA, no està en absoluto garantizada. Diversos estudios han 
demostrado que varias cepas de esta levadura, inoculadas como cultivos iniciadores, no son 
capaces de competir con éxito frente a las cepas indigenas, no siendo por tanto las 
responsables de la fermentacién alcohélica [3, 4]. Esta situacién tiene consecuencias précticas 
muy importantes, ya que el coste econémico que supone la inoculacibn de LSA no va 
acompafiado de un control real de la fermentacién. 
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Por ello en este trabajo, se han ensayado dos cepas de S. cerevisiae comerciales (A y B) 
inoculadas individualmente o en forma de cultivo mixto (AB) en mostos Airén en bodega 
experimental, con el fin de conocer la dominancia o no del proceso, la competencia entre 
cepas, y la calidad de los vinos obtenidos. 


2. Material y métodos 


Durante la vendimia 2014 se elaboraron vinos blancos de la variedad Airén en la 
bodega experimental del IVICAM. Tras el estrujado y prensado de las uvas, el mosto fue 
distribuido uniformemente en 9 depésitos de 50 L cada uno. Tres de ellos se inocularon con la 
levadura comercial A, a una dosis de 20 g/HL, otros 3 con la levadura B también a una dosis de 
20g/HL y los tres ùltimos depòsitos se inocularon con 10g/HL de la levadura A y 10g/HL de la 
levadura B. Diariamente se controlò la temperatura de fermentacién que fue de 18°C y la 
densidad, realizando el descube a 995 g/L. Una vez acabada la fermentacién alcohélica los 
vinos fueron trasegados y sulfitados. Finalmente se estabilizaron y filtraron antes de su 
embotellado. 


Se tomaron muestras de mosto-vino a mitad (F1) (densidad 1060-1050 g/L) y final de 
fermentaciòn (F2) (densidad 1010-1000g/L), y las diluciones apropiadas se sembraron en Agar 
YPD (Pronadisa) incubàndose durante 48h a 282C. Los recuentos se expresaron como unidades 
formadoras de colonias por mL de muestra (UFC/mL). 


Se seleccionaron al azar 10 colonias por placa, y a continuacién se purificaron y 
sembraron en Agar YPD. Los cultivos puros ademés se conservaron a -802C con glicerol al 15% 
para su posterior estudio. Los aislados de S. cerevisiae se diferenciaron a nivel de cepa, 
mediante la amplificacién de las regiones delta con los primers 612 and 821, segun las 
condiciones descritas por Legras y Karst [5]. 


Los parametros fisico-quimicos convencionales de los vinos se analizaron segun los 
métodos OIV [6], los volàtiles mayoritarios y minoritarios por cromatografia de gases [2] y el 
andlisis sensorial descriptivo de los vinos por un panel de cata formado por 10 catadores, 
utilizando la norma ISO 11035. 


3. Resultados 


La evolucién de la fermentacién alcohélica fue muy similar en los tres ensayos 
realizados y en todos los casos fueron suficientes 11 dias para agotar los azùcares del 
mosto. Ademàs mostraron una adecuada viabilidad celular, obteniéndose recuentos 
propios en este tipo de procesos. 

Los porcentajes de implantacién para la levadura A fueron del 65 y 70%, y para B del 40 
y 35% en las Fases 1 y 2 respectivamente. Para los cultivos mixtos se encontré que en F1, la 
presencia de A fue del 45% y de B del 5%, y en F2, A un 35% y B sin representacién. Ademés se 
aislaron hasta once cepas distintas, una de ellas (P1) con una presencia muy importante en la 
mayoria de las elaboraciones, y que corresponde con una levadura comercial muy utilizada en 
esa bodega y muy aclimatada a la zona. De aqui la importancia del uso de cultivos iniciadores 
autbctonos, bien adaptados a las condiciones especificas de cada zona o regiòn vitivinicola. 


En la Figura 1, se muestran los porcentajes de cada perfil encontrados para las distintas 
fases de fermentaciòén y levaduras utilizadas. Las muestras de final de fermentacién elaboradas 
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con la levadura B fue la que mayor diversidad de cepas mostrò encontrando hasta 8 perfiles 
distintos, en cambio, en las elaboraciones realizadas con A, se encontraron solo 2 perfiles 


distintos. 
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Figura 1. Porcentaje de los distintos perfiles encontrados (levaduras inoculadas A, B, levaduras 
espontaneas P1-P11) agrupados en funcién de la levadura inoculada y la fase de fermentacién muestreada: F1: Fase 
1, mitad de fermentaciòn, F2, Fase 2, final de fermentaciòn. 


Los vinos producidos por cultivos puros y cultivos mixtos no presentaron apenas 
diferencias en los paràmetros fisico-quimicos. El andlisis de los compuestos volatiles (Tabla 1) 
mostrò una mayor concentracibn de ésteres de dacidos dicarboxilicos, lactonas y 
norisoprenoides en los vinos AB, sin embargo para la mayoria de los compuestos ofreciò 
valores intermedios entre aquellos inoculados con cultivos puros. 


Tabla 1. Concentracién de compuestos volatiles minoritarios agrupados por familias, 
de los vinos elaborados con la levadura A (A), levadura B (B) e inoculaciones mixtas 


(AB) 
A B AB 
Acetatos 76,94 + 6,35 74,32 + 7,97 62,21 + 6,93 
Esteres etilicos ! 5,13+0,29° 6,56 + 0,28 ° 6,33 + 0,26 ° 
Esteres de hidroxiacidos ® 1,37+0,16° 1,97 + 0,36? 1,44+0,03° 
Esteres de 4cidosdicarboxilicos! 2,34 + 0,09 2,20+0,01° 2,83 + 0,09 ° 
Acidos® 9,41 + 0,35 11,32 + 1,57 11,30 + 1,33 


294,06 + 13,71? 
1750,22 + 244,68 


268,31 +5,63° 
1422,79 + 49,49 


283,29 + 2,89° 
1452,46 + 14,69 


Alcoholes lineales * 
Alcoholes C6 ° 


Los valores son las medias de los triplicados. ® mg/L; “ug/L. los superindices (Py indican la existencia de 


Terpenos ° 5,24 + 0,23 4,46+ 1,01 4,67 + 0,07 
Lactonas® 248,89+31,42° 267,27+10,79° 378,59+91,96° 
Alcoholes bencénicos * 15,53 +0,49° 19,88 + 1,51° 17,64+1,51° 
Compuestos carbonilicos! 37,64 + 1,68 41,08 + 6,64 36,72 + 1,84 
Tioalcoholes ? 299,54 + 44,02° 582,54+106,74° 389,38+62,46° 
Norisoprenoides” 6,04 + 0,40 * 6,81+ 0,75 ® 8,09 + 1,62 
Metoxifenoles® 64,73+8,01° 43,75+ 2,42 ° 41,93 + 5,82.° 
Compuestos furdnicos? 3,08 + 0,19? 5,29+0,09® 5,48+ 1,82 ° 
Fenoles volatiles * 6,37 + 1,29 7,43 + 1,40 6,68 + 2,93 


diferencias significativas (p<0.05) entre las distintas elaboraciones 
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En las pruebas triangulares solo existieron diferencias significativas entre los vinos 
elaborados con la levadura A y el cultivo mixto AB. El andlisis sensorial descriptivo de estos 
vinos mostro que los vinos A presentaron mayor intensidad aromatica, mientras que los vinos 
AB destacaron por un mayor caràcter floral y herbàceo y mayor volumen y duracién en boca. 


4. Conclusiones 


La inoculacién de los depésitos con levaduras seco activas, no asegura que la cepa 
adicionada se implante durante la fermentacién y en ocasiones su presencia puede resultar 
escasa. En este trabajo se ha observado que la levadura A, ha sido medianamente eficaz 
cuando se inocula de forma individual, por el contrario en el caso del cultivo mixto no Ilega a 
dominar el proceso, quizas debido a la menor dosis utilizada, y al final del proceso hay una 
codominancia con una levadura autéctona. La levadura B no logré imponerse cuando se 
inoculé de forma individual, coexistiendo con otras poblaciones de cepas de Saccharomyces, y 
desapareciò completamente al final de la fermentacién cuando se inoculò de forma mixta. Los 
resultados demuestran la importancia de una adecuada formulacién de los cultivos mixtos 
antes de su uso en bodega. 


5. Bibliografia 


1. Barrajén, N.; Capece, A.; Arévalo, M.; Briones, A. y Romano, P 2011.Co-inoculation 
of different S. cerevisiae strains and influence on wine aroma. In:FoodMicrobiol. 
Elsevier.28. 1080-1086 

2. Izquierdo Cafias, P; Garcia-Romero, E; Heras Manso, J.M.; Fernàndez-Gonzdlez, M. 
2014.Influence of sequential inoculation of Wickerhamomycesanomalus and 
Saccharomyces cerevisiae in the quality of red wines. /n:EurFood Res Technol. Springer. 
239.279-286. 

3. Capece, A., Romaniello, R., Siesto, G., Pietrafesa, R., Massari, C., Poeta, C., Romano, 
P. 2010. Selection of indigenous Saccharomyces cerevisiae strains for Nero d'Avola 
wine and evaluation of selected starter implantation in pilot fermentation. /n:Int J 
Food Microbiol. Elsevier. 144, 187-192. 


4. Barrajén, N.; Arévalo-Villena, M.; Ubeda, J. y Briones, A. 2011. Competition between 
wild and commercial yeasts during vinification process. In: World J Microbiol Biotech. 
Springer. 27, 2703-2710 

5. Legras, J.L.; Karst, F. 2003. Optimisation of interdelta for Saccharomyces cerevisiae 
strain characterization. /n: FEMS MicrobiolLett.John Wiley&Sons Ltd. 221, 249-255. 

6. OIV Organizaciòn Internacional de la Vifia y el Vino 2011. Compendium of 
international methods of wine and must analysis. OIV. 


6. Agradecimientos 


Los autores agradecen al fondo social europeo y al programa INCRECYT por la contratacién de 
S. Gòmez Alonso, M. Fernandez Gonzdlez y P.M. Izquierdo Cafias. 


125 


M07 - LEVADURAS PRESENTES EN EL AIRE Y EN EL VINO DE UNA 
BODEGA DURANTE DOS VENDIMIAS CONSECUTIVAS 


3, Pérez-Martin, F°, Villar, CÎ, Arévalo Villena, M! 


2Dpto. Quimica Analitica y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Castilla-La Mancha, 
'Avda/Camilo José Cela s/n 13071 Ciudad Real ? Avda/ Carlos III s/n 45071 Toledo 

Parque Cientifico y Tecnolégico de Castilla-La Mancha, Paseo de la Innovaciòn, 1 02006 
Albacete. 

Monica.Fernandez@uclm.es 


Fernandez-Gonzàlez, M” 


RESUMEN: 


EI objetivo de este trabajo fue estudiar las poblaciones de levaduras en el aire y el vino de 
una bodega, con el fin de evaluar el posible intercambio de microorganismos entre ellos. Se 
detectaron 11 especies de levaduras distintas, 7 de ellas en el aire, siendo Saccharomyces 
cerevisiae la especie predominante en ambos medios y vendimias y en general, la presencia 
de levaduras no-Saccharomyces en el aire fue muy baja (< 4%). 

La tipificacién de los aislados de S. cerevisiae mostrò una gran variabilidad de cepas, 
encontrando hasta 37 genotipos distintos, y la presencia de genotipos coincidentes en el 
vino y en el aire, confirma el intercambio de microorganismos entre los dos entornos y el 
papel del aire en la dispersién de los microorganismos dentro de la bodega. 


Palabras clave: levadura, bodega, aire, vino, identificaciòn 


1. Introducciòn 


Las levaduras responsables de la fermentacién alcohélica de los vinos, tienen su origen 
en el hollejo de la uva, en la maquinaria de la bodega y en la adicién de cultivos iniciadores 
principalmente. Sin embargo, algunos estudios [1,2] han demostrado la presencia de estos 
microorganismos en el aire de las bodegas, lo que sugiere que podria ser una posible fuente de 
levaduras vinicas, ademàs de ser el medio para su difusién. 


El aire actùa como soporte, o como medio de transporte de los microorganismos que 
viajan a través de él, adhiriéndose a particulas de polvo, a gotitas o a particulas individuales, 
hasta que caen y se depositan sobre las superficies circundantes [3]. Los factores ambientales 
tales como la temperatura, el tamafio de particula de polvo, la humedad y la velocidad del aire, 
y otros como la ubicacién, la actividad o el disefio bodega, podrian afectar a la composicién 
microbiolégica del aire [2]. 


En este trabajo se ha estudiado la poblacién de levaduras en el aire de una bodega y 
en los vinos de los tanques de fermentacién cercanos con el fin de evaluar el posible 
intercambio de microorganismos entre ellos [4]. El estudio se Ilevé a cabo en una bodega 
ubicada en Castilla-La Mancha (Espafia) durante el periodo de elaboracién del vino de dos 
cosechas consecutivas (2011 y 2012). 


126 


2. Material y métodos 


EI muestreo se Ilevé a cabo en una bodega que produce y comercializa vinos bajo la 
Denominacién de Origen Méntrida. Las muestras de aire y vino se tomaron en 3 zonas distintas 
de la bodega (zona 1 exterior, recepciòn de uva y zona 2 y 3 interiores, de vinificacién) en dos 
vendimias consecutivas, de septiembre a noviembre de 2011 (22 y 29 de septiembre 19 de 
octubre y el 7 de noviembre) y de septiembre a octubre de 2012 (11 y 24 Septiembre, 16 y 23 
de octubre), entre las 10.00 am y 13.00 pm. Ademàs, se tomé una muestra de aire entre las 
dos cosechas (24 Mayo 2012), cuando no habiîa actividad en la bodega. 


Las muestras de aire se tomaron utilizando un muestreador portàtil AirPort MD8 
(Sartorius Stedim Biotech), siendo el volumen de aire muestreado de 250 L para el recuento 
de levaduras. Los filtros de membrana, se sembraron en placas de Agar Glucosa cloranfenicol 
(CGA) (Scharlau, Barcelona, Spain), durante 48h a 252C, afiadiendo 100mg de bifenilo por placa 
para evitar el crecimiento de mohos. Tras la incubacién, las colonias se contaron (UFC) y los 
resultados se expresaron como el promedio de los recuentos obtenidos en las dos muestras 
repetidas. Posteriormente, los valores se transformaron en el numero probable de 
microorganismos (NMP/m) mediante el uso de la ley de Feller [5], siguiendo las indicaciones 
del equipo. 


Las muestras de mosto-vino se tomaron en 3 depésitos situados en la zona 2, y las 
diluciones apropiadas se sembraron por duplicado en CGA en las condiciones descritas 
anteriormente. Los recuentos se expresaron como unidades formadoras de colonias por mL de 
muestra (UFC/mL). 


Se seleccionaron al azar un numero representativo de colonias (10%), y a continuacién 
se purificaron y sembraron en agar YPD (Pronadisa). Los cultivos puros ademés se conservaron 
a -802C con glicerol al 15% para su posterior estudio. 


Los aislados se sembraron en agar lisina (Oxoid) con el fin de poder diferenciarlos en 
Saccharomyces y no Saccharomyces, y a continuacién se identificaron a nivel de especie 
mediante PCR (ITS-5.8 S rDNA)-RFLP [6], utilizando la base de datos vyeast ID 
(http://www.yeast-id.org). Los aislados de S. cerevisiae se diferenciaron a nivel de cepa, 
mediante la amplificaciébn de las regiones delta con los primers 612 and 821, segun las 
condiciones descritas por Legras and Karst [7]. 


3. Resultados 


Se detectò la presencia de levaduras en el aire en todas las àreas muestreadas durante 
todo el periodo estudiado en ambas cosechas, y los recuentos de levaduras fueron mayores en 
la vendimia de 2011. Los valores més altos se encontraron en las muestras tomadas durante la 
fermentacién alcohélica en ambas cosechas (29 y 24 de septiembre), con la excepciòn del 
recuento obtenido en la zona 2 el ùltimo dia de muestreo en 2011 (7 de noviembre), 
coincidiendo con el vaciado de los tanques una vez terminada la fermentaciòn, cuando se 
obtuvo un valor de 2.300 NMP / m3. No se observaron diferencias en los recuentos de 
levaduras 
para las muestras tomadas entre la zona 2 y 3, el ùltimo dia de muestreo en ambas cosechas. 
Los recuentos màs bajos se obtuvieron para las muestras de aire tomadas entre las dos 
cosechas 
(24 de mayo de 2012) con valores de 87 NMP / m3. 
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La evolucibn de los recuentos de levaduras en las muestras de vino, de ambas 
vendimias fueron los habituales para el proceso de vinificaciébn. Los mayores recuentos se 
obtuvieron coincidiendo con la fermentacién alcohélica con valores en torno a 10% UFC/mL (29 
de septiembre 2011 y el 24 de septiembre de 2012) y la disminucién al comienzo de la 
fermentacién malolactica. Se aislaron un total de 421 levaduras de aire y el vino. 


Las levaduras aisladas de muestras de aire y el vino tomadas durante el 2011 y 2012 
fueron identificados a nivel de especie por PCR (ITS-5.8S rDNA) -RFLP. En la figura 1, se 
encuentran recogidos el porcentaje y las especies de levaduras encontradas tanto en el aire 
como en el vino en ambas cosechas. La mayoria de los aislados identificados como S. cerevisiae 
mostraron el tipico patrén de restriccién con Hae III de la regiòn ITS-5,8S amplificada para esta 
especie (320, 230, 180 y 150 pb), sin embargo dos cepas (SC33 y SC36) aisladas de muestras de 
vino durante la fermentacién maloléàtica del 2012 presentaron perfiles anémalos (320, 230, 
160, 155 bp). 


w Saccharomyces cerevisiae 

ut Torulaspora delbrueckii 

& Hanseniaspora uvarum/guillermondii 
& Pichia anomala 

© Hanseniospora osmophila 

m Crypiococcus flavus 

® Dekkera bruxellensis 

è Debaryomyces hansenii 


u Candida norvergica 


u Cryptococcus flavescens 


wXKluwyveromyces thermotolerans 


Figura 1. Porcentaje y especies de levaduras encontradas en el aire y en el mosto-vino durante las vendimias 
2011 y 2012 [4] 


La tipificacibn de los 378 aislados de S. cerevisiae mediante la amplificaciébn de 
regiones delta, mostrò una gran variabilidad de cepas, encontrando hasta 37 genotipos 
distintos. Siete de ellos aparecieron en ambas cosechas, dos eran de muestras de aire (1, IV) y 
cinco de muestras de vino (V, X, XIV, XIX, XXI), sin embargo, no se encontré ningùn genotipo 
comun en el aire y el vino en ambas vendimias. En 2011 se encontraron 19 genotipos 
diferentes, 6 en muestras de aire y 15 en muestras de vino, y sélo dos ellos comunes en ambos 
medios. La frecuencia de apariciòn de estos era 15,9 y 2,4% en las muestras de aire y 2,2 y el 
15,3% en las muestras de vino, respectivamente. El perfil | fue el mayoritario en el aire (39,0%), 
seguido por el perfil IV con el 29,3%. Estos perfiles también se encontraron en 2012 muestras 
de aire, con 30.7 y 5.6%, respectivamente. En el vino, no se encontré un genotipo dominante 
siendo los perfiles V y XXX con una presencia del 20,4 y 19,5% los màs abundantes. 


En 2012, se encontraron 25 genotipos diferentes, 8 en muestras de aire y 21 en 
muestras de vino y sélo cuatro se encontraron en ambos tipos de muestras. El Perfil V fue el 
principal, ya que se encontré tanto en el aire (44,0%) como en el vino (16,7%). Este perfil 
también estuvo presente en las muestras de vino tomadas durante 2011 con un 20,4% de la 
representaciòn. El Perfil X fue el genotipo més abundante encontrado en el vino (22,2%) 
durante el 2012, sin embargo no se encontrò en el aire. 
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4. Conclusiones 


EI recuento de levaduras del aire de una bodega es indicativo de los procesos que tienen lugar 
en ella, siendo mayores cuanto mayor es la actividad en la bodega. La presencia de genotipos y 
especies coincidentes entre el medio liquido (mosto/vino) y el gaseoso (aire), confirma el 
intercambio de microorganismos entre los dos entornos y el papel del aire en la dispersiòn de 
los microorganismos dentro de la bodega. 
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RESUMEN: 


En este trabajo se han obtenido hibridos intraespecificos de Saccharomyces cerevisiae con 
el fin de mejorar una cepa comercial productora de altas concentraciones de compuestos 
positivos del aroma y del sabor, pero con problemas para agotar azùcares al final de la 
fermentaciòn, utilizando 3 cepas previamente seleccionadas por sus excelentes habilidades 
fermentativas mediante conjugacién de esporas utilizando un micromanipulador. Los vinos 
obtenidos con los 5 hibridos finalistas resultaron adecuados y similares a los parentales, y 
en todos los casos con azucares residuales inferiores a 2g/L. Ademas 3 de ellos 
disminuyeron significativamente el grado alcohélico de los vinos. 


Palabras clave: vino, hibridacién, Saccharomyces cerevisiae, espora 


1. Introducciòn 


Una de las cuestiones que en los ùltimos afios preocupa tanto a los productores de 
biomasa de levadura seco-activa como a las bodegas son las paradas y ralentizaciones en la 
fermentacién de mostos azucarados debido a la incapacidad de las cepas vinicas inoculadas de 
proseguir el proceso una vez traspasado el ùltimo tercio de la fermentaciòn. Las uvas tintas, 
para alcanzar la madurez fenélica adecuada, se sobre-maduran con lo que hay un exceso de 
azUcar inicial o, si finaliza correctamente la fermentacién, de alcohol. Esta situacibn que se 
agudiza campafia tras campafia, también afecta a los mostos blancos de las ùltimas partidas de 
uva cosechadas, y si ademés las condiciones climàticas son adversas, junto a un elevado grado 
alcohélico se obtienen vinos con més de 2 g/L de azùcar susceptibles de alteraciones 
microbianas. Es dificil que una cepa de levadura vinica posea aptitudes enolégicas y 
tecnolégicas sobresalientes de forma simultànea, por lo que la obtencién de levaduras hibridas 
contemplando las dos vertientes, constituye un avance importante para solucionar los 
problemas de paradas y ralentizaciones en la fermentacibn de mostos muy azucarados 
traspasado el ùltimo tercio del proceso. 


Las limitaciones de la hibridacién son el homotalismo, la aneuploidia, la baja eficiencia 
de esporulacién de las levaduras vinicas asi como la ausencia de marcadores de seleccién de 
los hibridos obtenidos [1]. No obstante, se han producido avances en la mejora genética de 
cepas vinicas mediante cruces que alcanzan aspectos que van desde la mejora de la 
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desecacibn, estrés térmico y osmético, y tolerancia al etanol, hasta la extraccién de 
compuestos del color del hollejo usando cepas criotolerantes [2]. 


En este trabajo se han obtenido levaduras hibridas de cepas de S. cerevisiae 
previamente seleccionadas por sus excelentes habilidades fermentativas [3] y una cepa 
comercial, productora de altas concentraciones de compuestos positivos del aroma y del 
sabor, pero con problemas para agotar azUcares al final de la fermentaciòn. 


2. Material y métodos 


Cepas de levaduras. Se han utilizado 3 cepas de S. cerevisiae UCLMS-147 (C), UCLMS- 
267 (S), y UCLMS-277 (T) de la coleccién de la UCLM procedentes de ecosistemas vîinicos y que 
en estudios previos habfan demostrado que eran capaces de agotar los azùucares durante la 
fermentacién de mostos muy azucarados y algunas de ellas ademàs con baja produccién de 
etanol [3] y una levadura seco-activa comercial ADY1 (U) con problemas al final de la 
fermentacién, que se mantendrà en anonimato por motivos de confidencialidad. 


Esporulacibn y Formacién de hibridos mediante micromanipulacién. Las levaduras se 
esporularon en agar acetato (% w/v acetato potàsico 1, extracto de levadura 0,1, glucosa 0.05, 
agar 2) durante 5-7 dias a 282C. Tras la digestién de las paredes de las ascas con 200 ug/mL de 
Zymolyase 20T (Seikagaku Kogyo Ltd) 20 minutos a 372C, se sembraron en una misma placa de 
YPD, pares de las diferentes cepas parentales. Las tétradas se diseccionaron y se juntaron una 
a una las esporas de ambos parentales, utilizando un micromanipulador manual (Singer 
Instruments MSM Systems). Las placas se incubaron a 282C y se siguiò a distintos tiempos por 
microscopia la formacién de shmoos, fusién de células y zigotos, permitiendo su germinaciòn y 
crecimiento de colonias. La confirmacién de los hibridos se realizé mediante la amplificacién 
de las regiones delta con los primers 62-612 y 612-621 [4]. 


Seleccibn de hibridos. Los hibridos generados se ensayaron en diversos medios de 
cultivo sélido con distintas condiciones de estrés [3], y ademàs se estudiò la cinética de 
crecimiento, utilizando un lector de microplacas Absorbance Microplate Reader ELx808 (BIO- 
TEK instruments), en mosto muy azucarado (127 g/L de glucosa y 133 g/L de fructosa, pH 3.7) 
preparado a partir de un mosto Airén concentrado, inoculados con una poblacién de 2 x 10° 
cl/mL, midiendo la absorbancia a 600nm cada 30 minutos durante 48h a 252C. Con los hibridos 
preseleccionados, se realizaron microvinificaciones a 202C, utilizando el mismo mosto citado 
anteriormente, en las condiciones descritas por [3], con el fin de conocer su capacidad 
fermentativa y si dejaban azucares residuales al final de la fermentacién. Con los hibridos 
finalistas se realizaron microvinificaciones a 202C, utilizando ademàs las cepas parentales 
como control, utilizando 75mL de mosto natural Airén en matraces de 125mL inoculados con 
una poblacién de 2x10° cl/mL y se siguié la cinética de fermentacién por pérdida de peso 
debido a la produccién de CO;. Se analizaron los paràmetros convencionales segùn los 
métodos OIV [5], y los volàtiles mayoritarios por cromatografia de gases de los vinos 
obtenidos. 


3. Resultados 


Se realizaron 40 cruces espora a espora de cada par de parentales (UC, US y UT) y casi 
el 100% de los cruces fueron viables. Las colonias se purificaron por siembra en estria para 
asegurar que eran cultivos puros debido a la posibilidad de que hubieran germinado las dos 
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esporas de cada parental por separado. Solo el 25% de UC, el 20% de US y el 15% de UT, se 
confirmaron como hibridos tras el andlisis de las regiones delta (Figura 1). 


Delta12-21 Delta2-12 


Figura 1. Perfiles delta obtenidos para los distintos parentales (U, S, T, C) e hibridos (US26, US27, UT3, 
UC18, UC22, UC23, UC24). M. Marcador 1kb (biotools) 


Los 24 hibridos obtenidos crecieron bien tras 48h de incubacién en agar YPD, Sacarosa 
al 30% y etanol 12%, sin embargo, otros factores como 16% de etanol y temperatura 159C si 
afectaron a dicho crecimiento, pero en ningun caso inhibié su crecimiento y por lo tanto no se 
consideraron factores excluyentes. Ademàs se estudiò la cinética de crecimiento de los 
hibridos, seleccionando aquellos con una velocidad especifica de crecimiento màxima superior 
a 0,06 h*, resultando un total de 8 hibridos UC (1, 2, 4,9, 18, 22, 23, 24), 4 US (24, 26, 27 y 28), 
3UT(2,3y7). 


Con los 15 hibridos preseleccionados se realizaron microvinificaciones en mostos muy 
azucarados a 208C, analizando la glucosa y la fructosa residual, y se seleccionaron aquellos que 
fueron capaces de agotar los azùucares del mosto (< 2g/L). Con los 5 hibridos finalistas (UC22, 
UC23, US26, US27, UT7) se realizaron microvinificaciones de mostos Airén. En la Figura 2 se 
recoge el andlisis de componentes principales (ACP) utilizando los datos de los principales 
paràmetros de fermentacién (grado alcohélico, Azùcares reductores, glicerol, acidez total, 
acidez volatil, àcidos malico, tartàrico, succinico y làctico), asî como los compuestos volàtiles 
mayoritarios en los vinos obtenidos (acetaldehido, Acetato de etilo, Metanol, Propanol, 
isobutanol, Acetato de isoamilo, 1-butanol, alcoholes isoamilicos, 3-hidroxi-2butanona y 
Lactato de etilo). Para los paràmetros convencionales los dos componentes principales 
explicaron el 88,9% de la varianza y para los volàtiles mayoritarios el 89,6%. 


Los vinos elaborados con US26, US27 y UT3 y el parental S, mostraron grados 
alcohélicos comprendidos entre 14,1-14,3%v/v, y en cambio el resto mostraron valores entre 
15,4 y 15,7% v/v. Respecto a los azùucares residuales Unicamente la cepa U mostrò un valor 
superior a los 2g/L, seguido por C, UC22 y UC23, con valores en torno a 1,5 g/l y las demés con 
cantidades entre 0,4-0,6 g/L. El glicerol oscilò entre 6,1-6,6 g/L para todos los hibridos y los 
parentales U, S, en cambio C y T produjeron una cantidad de glicerol significativamente 
superior al resto. C y UC22 mostraron una acidez volatil (0,92 y 0,87g/L respectivamente), 
significativamente superior al resto, estando al limite de los niveles permitidos. 


Respecto a los compuestos volatiles mayoritarios, el acetaldehido fue el que màs 
influyò en el ACP, oscilando entre 87 y 58 g/L, seguido de los alcoholes isoamilicos con valores 
entre 104 y 78 g/L. Hay que resaltar ademés que T y el hibrido derivado de este parental UT3, 
produjeron una cantidad significativamente mayor de acetato de isoamilo, caracteristico del 
aroma a plàtano y deseable en algunos vinos. 


132 


A B 


2,00000 È 
3,00000) ) UT3 
UC22 
® UC23 
US26 
R 
Ss 3 US27 
e ia ) € 
IE & ooooo s 
CES Ti 
2 2 N 2,00000' 3) Hi 
ù 2 i 
Sa sa 9 
a da 
vg qa 
a e 
SE = 
fi DD £ 
pe g 3 0000 
[s] 8 1,00000° n 5 
ca Pesi 
DIS) oa 
ZA = è 
sé DE 
38 5 
—_ = 00000 
edo ‘00000 Gg 
135] A 
Di “n 
L 
n 
(s) 
i 
Gi 
(oi 
-2,00000' 
-1,00000' 
T T T 
T T T T -2,00000 = -1,00000 00000 1,00000 2,00000 3,00000 
-2,00000 -1.00000 00000 1.00000 2.00000 
PC2 (59,9% de la varianza explicada ) PC2 (32,3% de la varianza explicada ) 
Glicerol (0,909) y acidez volatil (0,762) alcohol isoamilico (0,970) 


Figura 2. Andlisis de componentes principales realizado con el método de rotacién varimax con Kaiser. 
A) paràmetros convencionales y B) volàtiles mayoritarios 


4. Conclusiones 


Los hibridos obtenidos mediante la conjugacién espora a espora se han comportado de 
forma muy similar a sus parentales, siendo muy interesantes US26, US27 y UT3 por haber 
disminuido significativamente el grado alcohélico de los vinos. En cambio, UC22 mostrò una 
elevada acidez volàtil, al igual que uno de sus parentales (C). Seràn necesarios màs estudios 
complementarios para conocer la estabilidad de los hibridos obtenidos, asi como ensayos de 
implantacién y uso en bodega. 


5. Bibliografia 


7. Benitez, T.; Gasent-Ramirez, J.M; Castrején, F.; Codon, AC. 1996. Development of new 
strains for the food industry. In: Biotechnol Progress. John Wiley & Sons. 12, 149-163. 

8. Caridi, A.; Cufari, A.; Ramondino, D. 2002. Winemaking from gaglioppo grapes with hybrid 
strains of Saccharomyces. In: Folia Microbiologica. Springer. 47, 407-408. 

9. FernAndez-Gonzélez, M.; Ubeda, J.; Briones A. 2015 Study of Saccharomyces cerevisiae 
wine strains for breeding purposes by fermentation efficiency and tetrad analysis. In: Curr 
Microbiol. Springer. 70. 441-449 

10.Legras, J.L.; Karst, F. 2003. Optimisation of interdelta for Saccharomyces cerevisiae strain 
characterization. /n: FEMS Microbiol Lett. John Wiley & Sons Ltd. 221, 249-255. 

11.0IV Organizaciòn Internacional de la Vifia y el Vino 2011. Compendium of international 
methods of wine and must analysis. In: OIV. 


6. Agradecimientos 


Los autores agradecen al fondo social europeo y al programa INCRECYT por la contratacién de 
M. Fernandez Gonzalez y P.M. Izquierdo Cafias 


133 


M09 - PROTEÎNAS DE PARED DE Saccharomyces cerevisiae 
DESPUÉS DE LA SEGUNDA FERMENTACION EN BOTELLA 


Juan Antonio Porras!, Jaime Moreno-Garcia*, Anna Puig-Pujol?, Fina Capdevila?, Juan 
Moreno?, Teresa Garcia-Martinez*, Juan Carlos Mauricio! 


Universidad de Cérdoba/Facultad de Ciencias, departamento de Microbiologia, Edificio Severo 
Ochoa (C6), Planta baja, Campus Universitario de Rabanales, (Ctra. Madrid, Km 396, 14014, 
Cérdoba, Espafia) 

2IRTA-INCAVI/ Departamento de Investigacién Enolégica, (08720 Vilafranca del Penedès, 
Espafia) 

Universidad de Cérdoba/Facultad de Ciencias, departamento de Quimica Agricola y 
Edafologia, Edificio Marie Curie (C3), Planta tercera, Campus Universitario de Rabanales, (Ctra. 
Madrid, Km 396, 14014, Cérdoba, Espafia) 

milgamaj@uco.es 


RESUMEN: 


El cava se produce como consecuencia de una segunda fermentacién en botella de un vino 
base, seguida por un prolongado proceso de envejecimiento en contacto con lias. Durante 
este envejecimiento se produce una autolisis de las células de levadura que libera 
compuestos de la pared y del citoplasma contribuyendo en gran medida a la calidad 
organoléptica de éste. Se han estudiado las proteinas de pared de una levadura tipica de 
cava un mes después de finalizada la segunda fermentacién. La identificacién de las 
proteinas se realizé mediante un andlisis proteémico de tercera generacién usando la 
técnica de fraccionamiento OFFGEL y deteccién LTQ Orbitrap XL MS. Los resultados se han 
comparado con los obtenidos bajo una condicién similar sin presién. Se han identificado un 
total de 8 proteînas de pared celular bajo presién, 11 proteînas en la condicién sin presiòn y 
15 comunes en ambas condiciones. Las proteînas expresadas bajo presién intervienen sobre 
todo en la sintesis de pared y en el mantenimiento, integridad y reparacién. Sin presiòn se 
han descrito proteinas que intervienen en el proceso de citocinesis y formacién de la 
espora. En ambas condiciones, se han detectado proteînas de la glicolisis, integridad y 
sintesis de pared celular, y proteinas que se expresan en distintas condiciones de estrés. 


Palabras clave: Proteînas, pared, segunda fermentacién, Saccharomyces cerevisiae, OFFGEL 


1. Introducciòn 


La pared celular de Saccharomyces cerevisiae es una estructura rigida, situada entre la 
membrana plasmatica y el medio extracelular, esencial para el mantenimiento de la 
supervivencia e integridad celular. Sin esta pared las células se lisarian como consecuencia de 
cambios de osmolaridad en el medio. También, tiene otras funciones importantes como 
mantener la forma durante el ciclo celular, modula la entrada de moléculas, e interviene en la 
interaccibn entre células. También, es una estructura dinamica debido a los cambios 
morfolégicos constantes que sufre la levadura en respuesta a las variaciones en el medio. 
Factores ambientales como el pH, la fuente de carbono, el CO;, la temperatura o la presiòn, 
afectan a la estructura de la pared celular, que pueden originar cambios en la composicién y la 
expresiòn génica [1]. En concreto, nuestro estudio se ha centrado en comparar las proteînas 
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relacionadas con la pared celular de una cepa de S. cerevisiae al final de la segunda 
fermentacién en la elaboracién de cava, en dos condiciones: una bajo estrés por presién de 
CO; (condiciòn tipica) y otra sin presibn de CO; (condiciòn de referencia). Estas diferencias se 
han llevado a cabo mediante técnicas avanzadas de proteémica de tercera generaciòn, que 
han permitido separar e identificar las proteinas implicadas en la pared celular. Se usò la 
técnica de OFFGEL para la separaciòn y preparaciòn de las fracciones proteicas de las muestra 
de células de levadura. Posteriormente, se usaron equipos de alta resolucién (LTQ Orbitrap XL 
MS) que permiten la identificacién de las proteînas. 


2. Material y métodos 


En este trabajo se ha usado como cultivo de partida un crecimiento en pie de cuba de 
la cepa P29 de Saccharomyces cerevisiae (CECT 11770), elaborado a partir de mosto 
pasteurizado. Posteriormente, se realizò el tiraje para la segunda fermentacién en botella. 
Botellas de vino espumoso de 750 mL se rellenaron con una mezcla de vino base (Macabeo y 
Chardonnay, 6:4), 22g/L de azùcar y 1.5 x 10° células/mL. La mitad de las botellas se taparon 
herméticamente con un obturador y una capsula metalica (condicién bajo presiòn, CP). El resto 
de botellas se taparon con un obturador perforado (condicién sin presién, CNP). La botellas CP 
se colocaron en horizontal y las botellas CNP en vertical a una temperatura de 14°C. Una vez 
que se alcanzò el maximo de presién medida con un afrémetro (6,5 atmosferas) en las botellas 
CP, se mantuvieron durante un mes bajo màxima presién, se abrieron y se recogieron las 
células de todas las botellas, lavando el sedimento dos veces con agua fria destilada estéril. Las 
células del pellet se resuspendieron en 1 mL de tampén de extraccién con inhibidores de 
proteasas y se rompieron en un Vibrogen Cell Mill con bolas de vidrio de 500 um de diametro. 
EI procedimiento de obtencién del extracto de proteinas, separacién e identificacibn de 
proteînas està descrito en Moreno-Garcia et al., [2]. La técnica de fraccionamiento que se Ilevò 
a cabo fue OFFGEL y la de detecciòn LTQ Orbitrap XL MS. Por Ultimo, se han usado las bases de 


datos http://www.yeastgenome.org/ y http://www.uniprot.org/ para el tratamiento de los 


resultados y de la discusién. 


3. Resultados 


Del total de proteinas detectadas en las dos condiciones de estudio, se filtraron en 
base a su localizaciòn en la pared celular y a su relacién con la biosintesis de pared celular. Los 
resultados obtenidos mostraron un total de 34 proteinas (23 en CP y 26 en CNP). Un total de 8 
entre las 23 fueron unicamente detectadas bajo presién (CP). Tras un analisis funcional, se 
observé que la mayoria de éstas juegan un papel en el mantenimiento de la integridad de la 
pared celular. En cuanto a CNP, 11 se encontraron sélo bajo esta condicién, que 
principalmente estàn involucradas en el crecimiento celular. Tanto en CP como en CNP, se 
encontraron 15 proteinas cuyas funciones corresponden a la degradacién de carbohidratos, 
divisién celular, respuesta a dafio en la pared celular, transporte de polipéptidos a través de la 
membrana mitocondrial y en el reticulo endoplasmàtico. 

Entre las proteinas especificas de CP, las proteinas màs abundantes fueron, Cis3p y 
Pmi40p, con una concentracién de 0,9 y 0,7% mol (considerando el total de proteînas 
detectadas bajo esta condiciòn), respectivamente. Cis3p es una glicoproteina que contiene 
manosa y se requiere para la estabilidad de la pared celular [3, 4] mientras que Pmi40p es una 
isomerasa fosfomanosa cuya delecién causa auxotrofia para manosa, aglutinacién, morfologia 
anormal y presentacién de glicoproteinas en la superficie celular [5]. El resto de proteinas son 
responsables del suministro celular de leucina (Ape2p), actividad barrera (Bar1p), integridad 
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de la pared celular (Ecm33p y Pst1p), remodelado de la pared celular (Sun4p) y adaptaciones 
celulares a la fase estacionaria (Ygp1p). 

Con respecto a las proteinas identificadas sélo en CNP, destacar tres de ellas que 
tienen una mayor concentracién que las demés: Hsp150p, Sps100p y Sim1p. La primera es una 
proteina O-manosilada de choque térmico, que se secreta y se une covalentemente a la pared 
celular via beta-1,3-glucano y por puentes disulfuro [6]. Hsp150p es la proteina que méàs 
concentracibén tuvo en las muestras sin presién. Por otro lado, se conoce que Sps100p se 
requiere para la maduraciòn de la espora y que Sim1p participa en la replicacién del ADN. El 
resto de proteinas tienen una menor concentracién y la mayoria son septinas, involucradas en 
la citocinesis (Cdc11p, Cdc3p, Spr3p y Dse4p) y meiosis (Sps2p). Estos resultados concuerdan 
con los observados sobre viabilidad. La mayor viabilidad se alcanzé en la CNP (1.14 x 10° + 4 x 
10° células/mL) y la menor en la CP (3.33 x 10% + 1 x 10° células/mL). 

En cuanto a las proteinas comunes en ambas condiciones, destaca Yjl171cp, que se 
encuentra en orden de 7 veces méàs expresada en la muestra con presién. Se trata de una 
proteina de pared celular con anclaje a GPI cuya funcién se desconoce y que se induce en 
respuesta a agentes que dafian la pared celular y por mutaciones de genes involucrados en la 
sintesis de pared [7]. También hay otras proteinas que se expresan bajo condiciones de estrés 
y detectadas en mayor proporciòn en CP, como son Pst2p y Rny1p. La primera es una proteina 
que posee homologia con las flavodoxinas y aumenta en respuesta al estrés por la replicacién 
del ADN [8], y la segunda es una RNasa localizada en el citoplasma donde degrada ARNt bajo 
condiciones de estrés oxidativo y promueve la apoptosis bajo condiciones de estrés, funcién 
independiente de su actividad catalitica [9]. Otras proteinas también encontradas méàs 
abundantes en la CP fueron Pry1p, proteina de unién al esterol, sensible a componentes 
hidrofébicos [10], y Ssa1/2p, que son ATPasas involucradas en el plegamiento de proteinas que 
actùan como chaperona molecular [11]. El resto de proteinas obtenidas en ambas condiciones 
son mayormente glucanasas abundantes en la pared celular que contribuyen a su rigidez: 
Bgl2p, Exglp, Scw4p y Scw10p; gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasas: Tdh1p, Tdh2p y 
Tdh3p, que participan en la glicolisis/gluconeogénesis; la invertasa Suc2p y la GDP-manosa 
pirofosforilasa Psalp. 


4. Conclusiones 


A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, y en relacién con el 
objetivo propuesto, se han extraido las siguientes conclusiones: la mayorfa de las proteinas 
obtenidas en la condicién con presién (CP) estàn involucradas en la sintesis de pared celular y 
su integridad, lo que sugiere que las levaduras, al estar en condiciones de estrés por presién de 
CO), estàn sintetizando componentes de la pared celular protegiéndose asî del mencionado 
estrés. Las proteînas identificadas sélo en la condicién sin presién (CNP), estàn involucradas 
mayormente en el proceso de citocinesis y formacién de la espora indicando que cuando no 
hay estrés por presién, las proteinas relacionadas con la pared se encuentran principalmente 
implicadas en procesos de crecimiento y viabilidad celular. Por ùltimo, las proteinas comunes 
de ambas condiciones participan en procesos de glicolisis, integridad y sintesis de pared 
celular, y proteîinas que se expresan en respuesta a diversos estreses. Estos resultados 
permitiràn entender la importancia de las proteinas de la pared celular de levaduras bajo 
presién en la elaboracibn de cava, y nos da informacién para una mejora futura en la 
producciòn y calidad de las propiedades de estos vinos espumosos. 
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RESUMEN: 


La elaboracibn de cava implica dos procesos fermentativos secuenciales. Una primera 
fermentacién donde el mosto de uva se transforma en vino base y una segunda fermentaciòn 
alcohélica que se realiza en botella cerrada herméticamente. Los aminoàcidos tienen una gran 
importancia en la elaboracién del cava, éstos son la principal fuente de nitrégeno para las 
levaduras, son precursores de compuestos aromaticos que contribuyen a las caracteristicas 
organolépticas, la biosintesis o hidrélisis de algunos de ellos està relacionada con el 
mantenimiento del potencial redox celular, y ademàs ciertos aminoécidos pueden ser 
precursores de compuestos téxicos. Se ha realizado un andlisis prote6mico mediante la técnica 
de fraccionamiento OFFGEL y deteccién LTQ Orbitrap XL MS para estudiar las rutas metabélicas 
implicadas en el metabolismo de aminoàcidos, después de la segunda fermentacién en botella. 
Un total de 59 de estas proteînas se han identificado en la condicién bajo presién, son proteînas 
principalmente relacionadas con la biosintesis de Cys, Leu, His, Pro y Ser. En la condicién sin 
presién se han identifcado 84, que estàn involucradas con la biosintesis de Ala, Arg, Phe, Met, 
Asp, Ile, Cys, Glu, His, metabolismo del azufre, Thre, transporte de aminoécidos desde la vacuola 
al citoplasma y descarboxilacién de Gly. 


Palabras clave: cava, Saccharomyces cerevisiae, proteinas, aminodcidos 


1. Introducciòn 


El cava es un vino espumoso elaborado por el método tradicional en la regién del 
Penedés. El método tradicional de elaboracién del cava es el mismo que el utilizado para el 
champàn, pero con las variedades de uva autéctonas del Penedès. El cava se obtiene tras dos 
fermentaciones alcohélicas sucesivas. En la primera, el mosto de uva se transforma en vino 
base y en la segunda, éste junto con el licor de tiraje (suspensién de levaduras en sacarosa), 
realizada en botella herméticamente cerrada, da lugar al etanol y gas carbénico endégeno con 
unas caracteristicas analiticas concretas para continuar con la etapa de envejecimiento. 


En la segunda fermentaciòn de los vinos espumosos, los péptidos se asimilan por las 
células de levadura junto con los aminoàcidos libres como fuente de nitrégeno y pueden ser 


138 


precursores de compuestos del aroma, lo que contribuye a las caracteristicas organolépticas 
de estos vinos. Después de los procesos de fermentacibn, se realiza un periodo de 
envejecimiento en el que el cava està en contacto con las lias. Durante este tiempo tiene lugar 
la autolisis de las células, y por consiguiente, la liberacién de compuestos intracelulares al 
medio, esto modifica las caracteristicas organolépticas de los vinos [1,2]. Debido al proceso de 
autolisis de las levaduras se liberan enzimas al medio, aumentando la actividad proteàsica del 
vino. Estas proteasas, que permanecen activas en el vino, hidrolizan enlaces peptidicos y son 
responsables de la formacién de péptidos pequefios y aminoàcidos libres. 


EI objetivo de este trabajo ha sido estudiar las rutas metabélicas implicadas en el 
metabolismo de aminoàcidos después de la segunda fermentaciòn en botella bajo presiòn de 
CO; y sin presiòn. 


2. Material y métodos 


La levadura usada ha sido la cepa P29 de Saccharomyces cerevisiae (CECT11770) 
aislada de un cava procedente de la DO Penedès (Barcelona, Espafia). Se us6 mosto 
pasteurizado. Posteriormente, se realizò el tiraje para la segunda fermentacién en botella de 
750 mL, éstas se rellenaron con una mezcla de vino base de Macabeo y Chardonnay. La mitad 
de las botellas se taparon herméticamente con un obturador y una capsula metalica (condiciòn 
bajo presibn, CP) y se colocaron en horizontal. El resto de botellas se taparon con un obturador 
perforado (condicién sin presiòn, CNP) se dispusieron en vertical a una temperatura de 14°C. 
Tras medir la presibn maxima con un afrémetro (6,5 atmosferas) en las botellas CP, se 
mantuvieron durante un mes bajo maxima presiòn. A continuacién, se abrieron y se recogieron 
las células de todas las botellas. Una vez las células se rompieron, se extrajeron las proteinas 
en un tampòén de extracciòn que contiene urea, tiourea, DTT, glicerol y tampén con anfolitos. 
Se utiliz6 el fraccionador Offgel con el programa Preset 0G12PROO. La deteccién fue por LTQ 
Orbitrap XL MS. Para el tratamiento de los resultados y de la discusién se han usado las bases 
de datos http://www.yeastgenome.org/ y http://www.uniprot.org/. La determinacién de 
aminofacidos fue por HPLC, con detector de fluorescencia (2475 WATERS,). Derivatizaciòn 
precolumna con o-phtaldehido (OPA). El gradiente utilizado con algunas modificaciones fue el 
descrito segun Pripis-Nicolau et al., [3]. 


3. Resultados 


En el presente estudio proteémico, se han identificado un total de 99 proteînas 
involucradas en el metabolismo de los aminoàcidos: 59 en la condicién con presiòn (CP) y 84 
en la condicién sin presiòn (CNP) y 44 proteînas comunes a ambas condiciones, entre las cuales 
9 fueron més abundantes en CP y 13 en CNP. Se han seleccionado para su posterior discusién 
aquellas proteinas especificas junto con las màs abundantes de cada condiciòn, a partir de 
ahora seràn nombradas como “proteinas màs abundantes”. Se han clasificado las proteinas 
segùn su funcién usando el “GO Term finder” con un filtro de p-value < 0,01 (Tabla 1) con 
respecto al metabolismo del aminoàcidos. 


De las proteinas màs abundantes bajo presién (CP), 12 estàn involucradas 
especificamente en la “biosintesis de aminoàcidos”, 6 en “procesos catabélicos” y 2 
intervienen en la “sintesis de cisteina”. También, Mis1p media el aumento del contenido de 
metionina a través de la produccién de 5,10-metileno-THF. Por otro lado, Aat2p e Idh1p 
contribuyen a la “produccién de glutamato” y Pro2p, Lys20p e His1p participan en la “sintesis 
de prolina, lisina e histidina”, respectivamente. Ademés, hay tres, Bat1p, Arg80p y Mcmip que 
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intervienen tanto en la biosintesis como en la degradacién de aminofcidos: leucina, isoleucina, 
valina y arginina. Las proteinas relacionadas con el catabolismo a destacar son Dtdip 
consumiendo leucina y tirosina; Pdc5p isoleucina, fenilalanina, triptéfano y valina; y Adh3p 
valina, leucina, fenilalanina, triptéfano e isoleucina. Como producto final de la degradacién de 
los aminoàcidos por Pdc5p y Adh3p se obtienen alcoholes de cadena larga y alcoholes de fusel, 
repectivamente, que pueden influir en las propiedades organolépticas del cava durante la 
segunda fermentaciòn [4, 5]. 


Tabla 1. Clasificacibn de proteinas màs abundantes en la condicién con presién (CP) y 
en la condiciòn sin presiòn (CNP). 


Frecuencia del total p-value Proteinas 
de proteinas més 
abundantes 

Categorias Implicadas cp CNP (0/7) CNP cp CNP 

Biosintesis de 50% 62,3% 6,84 x 107 6,15 x 10° Cys3p, Mis1p, Lys20p, His1p, Aro2p, Gdh3p, Lys2p, His7p, Leu2p, His4p, Thr4p, 

aminofcidos Bat1p, Aat2p, Met17p, Arg80p, Lys21p, Lys14p, Lpdip, Leulp, Asn2p, Arg4p, 

Mcmi1p, Idh1p, Pro2p Thrip, Put2p, His5p, Arg3p, Ilv3p, Cpa2p, Met5p, 

Bat2p, Mtdip, Alt1p, Arg7p, Ald2p, Leu4p, Cit1p, 
Lys9p, Argip, Met22p, Arg8p, Idh2p, Gdh1p, 
Sam4p 

Biosintesis de alfa- 41,70% 54,7% 5,42 x 10° 1,79x 105° Cys3p, Mis1p, Lys20p, His1p, Aat2p, Gdh3p, Lys2p, His7p, Leu2p, His4p, Thr4p, Lys21p, 

aminofcidos Met17p, Arg80p, McmIp, Idh1p, Lys14p, Lpd1p, Leu1p, Asn2p, Arg4p, Thr1p, Put2p, 

Pro2p His5p, Arg3p, Cpa2p, Mtd1p, Alt1p, Arg7p, Leu4p, 

Cit1p, Lys9p, Arg1p, Met22p, Arg8p, Idh2p, Gdh1p, 
Sam4p 

Aminoacilaciòn del 29,2% 11,3% 1,16x 1098 0,00014 Grs1p, Ses1p, Arc1p, Gus1p, Dps1p, Krs1p, Ded81, Yhr020wp, Ths1p, Frsip Alalp 

tRNA en la traducciòn Msk1p, Ismip 

de proteînas 

Catabolismo de 25,00% 20,8% 3,56x10% 195x105 Dtdip, Bat1p, PdcSp, Arg80p, Gcv3p, Uga2p, Lpd1p, Ugalp, Put2p, Dal81p, Bat2p, 

aminoéàcidos Mcmi1p, Adh3p Alt1p, Asp3-1p, Gcv2p, Lap3p 

Regulacién del 12,50% 4,76x 10° Arg82p, Arg80p, Mcm1p 

metabolismo de la 

arginina 

Metabolismo de la 20,8% 8,87x 10° Arg82p, Arg80p, Mcm1p, Idh1p, 

familia de la glutamina Prop2p 

Biosintesis de cisteina 8,30% 0,00946 Cys3p, Met17p 

Catabolismo de la 8,30% 0,01888 Arg80p, Mcmip 

arginina 

Metabolismo de los 26,4% 1,67 x 10!” Gdh3p, Uga2p, Arg4p, Put2p, Arg3p, Ura2p, Cpa2p, 

aminoàcidos de la Asp3-1p, Arg7p, Cit1p, Arg1p, Arg8p, ldh2p, Gdhip 

familia de la glutamina 

Metabolismo de los 20,8% 1,12x 101! Lys2p, Thr4p, Lys21p, Lys14p, Sam2p, Asn2p, Thr1p, 

aminoàcidos de la Asp3-1p, Lys9p, Met22p, Sam4p 

familia del aspartato 

Metabolismo de 9,4% 0,00060 Gcv3p, Lpd1p, Thr1p, Gcv2p, Sam4p 

aminoàcidos de la 

familia de la serina 

Metabolismo de la 11,3% 6,49 x 10° Arg4p, Arg3p, Cpa2p, Arg7p, Arg1p, Arg8p, 

arginina 

Metabolismo de la 7,5% 0,00667 Sam2p, Thr1p, Met22p, Sam4p 

metionina 

Metabolismo de la 5,7% 0,00496 Arg4p, Arg7p, Arg8p, 

ornitina 

Metabolismo del 11,3% 2,47x10° Gdh3p, Uga2p, Put2p, Cit1p, Idh2p, Gdh1p 


glutamato 


Entre las proteinas més abundantes de la condicién sin presién (CNP), se han 


detectado 4 que estàn implicadas en la biosintesis de aminoécidos como la lisina: Lys2p, 
Lys21p, Lys9p y Lys14p; esta Ultima es un factor de transcripcién que activa la transcripciòn de 
genes de la ruta biosintética de este aminofàcido [6]. Ademés, bajo esta condicién se 
detectaron proteinas de la ruta biosintética de la histidina, leucina, metionina, treonina y en 
menor proporcién relacionadas con la sintesis de asparragina, arginina o alanina. Por otro lado, 
se identificaron enzimas que degradan glicina, GABA, arginina y prolina. La proteina Asp3-1p 
cataliza la conversién de L-asparragina en aspartato y amoniaco. Asp3p es secretada en 
respuesta a la inaniciòn de nitrégeno y parece estar regulada por GIn3p/Ure2p [7]. 


Por ultimo, en ambas condiciones, se encontraron proteinas como Grs1p, Ses1p, 
Arc1p, Gus1p, Dps1p, Msk1p e Ismip en CP y Krslp, Ded81p, Yhr020wp, Ths1p, 
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Frs1p, Alalp en CNP que estàn relacionadas con la aminoacilacibn del tRNA en la 
traducciòn de proteinas que podria asociarse con una mayor biosintesis de proteinas. 


Con respecto a los aminoàacidos cuantificados en el medio, se ha encontrado 
una mayor concentraciòn de aminoàcidos en CP que en CNP. Los aminoàcidos que 
presentaron mayor concentraciòn en CP fueron: Leu, His, Glu, Gn, Arg, Tyr, GABA, Lys, 
y Val, y en CNP fue lle. 


4. Conclusiones 


En la condicién sin presiòn, se observa un mayor porcentaje de proteinas relacionadas 
con la biosintesis de aminoàacidos frente a la condicién con presién. Sin embargo, con 
respecto al catabolismo, ocurre lo contrario, en la CP se presenta una mayor 
frecuencia de proteinas de degradacibn de aminoàcidos. Los resultados sugieren que 
no existe una relaciòn directa entre las proteinas implicadas en la biosintesis y 
catabolismo de la mayoria de los aminoàcidos y los cuantificados en el medio, aunque 
parece ser que los aminoàcidos que podrian estar relacionados con las proteînas de 
biosintesis serfan la histidina y arginina. 
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RESUMEN: 


La crianza biolégica de los vinos tipo Sherry es un proceso que se caracteriza por la formacién 
y mantenimiento sobre la superficie del vino de una pelfcula (biofilm) de levaduras Ilamada 
“velo de flor” que aporta el aroma y sabor caracteristico de estos vinos. Para dilucidar las 
rutas metabélicas de relevancia en una condicién tipica de velo de flor, se han identificado 
enzimas sobreexpresadas de una levadura de flor mediante la técnica de fraccionamiento 
OFFGEL y deteccibn LTQ Orbitrap XL MS. Como referencia se ha comparado con una 
condicién sin formacién de velo de flor. Los resultados indican una sobreexpresién de 
proteinas en formacién de velo relacionadas con las rutas metabélicas del complejo 2- 
cetoglutarato deshidrogenasa, la cadena de transporte de electrones, el ciclo de los àcidos 
tricarboxilicos (TCA) y de glioxilato, la degradacién de isoleucina y leucina, y la biosintesis de 
folato, entre otras. Los resultados obtenidos podrian servir como una herramienta para 
desarrollar estrategias con objeto de mejorar la calidad de los vinos sometidos a procesos 
tales como la crianza biolégica. 


Palabras clave: velo de flor, Saccharomyces cerevisiae, proteinas, rutas metabélicas, OFFGEL, 
LC-MS/MS. 


1. Introducciòn 


Los vinos finos se elaboran mediante el proceso de crianza biolégica, que bàsicamente 
consiste en el desarrollo ymantenimiento sobre la superficie del vino de una pelîcula de varios 
milimetros de espesor de levaduras de color marfil, conocidas como “velo de flor”. Este tipo de 
crianza se Ileva a cabo después de la fermentacién del mosto de uva, cuando la levadura de 
flor es predominante en un medio donde los azùcares glucosa y fructosa se han consumido y el 
contenido en etanol es elevado [1]. 


El etanol ejerce sobre las levaduras un efecto téxico, pero también puede ser utilizado 
como una fuente de carbono, dependiendo de la adaptacién de las levaduras a las condiciones 
del medio. Los metabolitos excretados por las levaduras de flor, al consumir las fuentes de 
carbono remanentes de la fermentaciòn previa, determinan la calidad organoléptica del vino 
fino obtenido [2]. 
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En este estudio, se ha utilizado la técnica OFFGEL y el espectrémetro de masas LTQ 
Orbitrap XL MS para el fraccionamiento e identificacién, respectivamente, de las proteînas 
participantes en rutas metabélicas. Paralelamente, se han sometido a las mismas técnicas de 
angdlisis, las proteinas de células de levadura desarrolladas durante 12 horas en un medio pre- 
fermentativo, con objeto de usar la informacién obtenida como referencia para comparar con 
las proteînas en una y otra condicién de cultivo. El objetivo de este trabajo es identificar las 
proteinas màs abundantes y las rutas metabélicas en las que intervienen durante la formacién 
de velo de flor. 


2. Material y métodos 


La cepa de levadura que se usò en este estudio fue Saccharomyces cerevisiae G1 
(ATCC: MYA-2451). Se inocularon con 5 x 10° células/mL (células crecidas previamente en YPD) 
dos medios de cultivo diferentes: uno de referencia (CR) que contenfa como fuente de carbono 
17% glucosa (YNB con àcido glutàmico como fuente de nitrégeno) y otro de formacién de velo 
de flor (CVF) que contenia 10% etanol y 1% glicerol como fuente de carbono (YNB con acido 
glutàmico como fuente de nitrégeno). Las células se recogieron en fase exponencial en ambas 
condiciones, 12 horas y 29 dias, respectivamente. Para el andlisis prote6mico se usé el 
fraccionador OFFGEL para su separacién por punto isoeléctrico (pH 3-10) y el espectrémetro 
de masas LTQ Orbitrap para su identificacibn [3]. Con el fin de comparar la cantidad de 
proteinas detectadas en la misma condicién y entre las dos condiciones, se ha realizado una 
cuantificaciòbn relativa utilizando el indice emPAI o indice modificado de abundancia de 
proteinas de forma exponencial [4]. Tras la identificacién y cuantificacién, se seleccionaron las 
proteinas implicadas en las rutas metabolémicas segun la base de datos SGD 


(http://www.yeastgenome.org/). 


3. Resultados 


En este estudio se han identificado un total de 413 proteînas de levadura de flor bajo 
la condicién de velo de flor (CVF) y 611 bajo la condicién de referencia (CR). Tras aplicar un 
filtrado usando la base de datos SGD, se seleccionaron aquellas proteinas que estàn implicadas 
en rutas metabélicas para su posterior discusibn, obteniendo asi 114 proteînas en la CVF y 144 
en la CR. 


Entre las proteinas màs abundantes en CVF se observé un mayor nùmero, en 
comparaciòn con la condicién de referencia, de aquellas que participan en rutas como la del 
complejo 2-cetoglutarato deshidrogenasa, cadena de transporte de electrones, ciclo de los 
àcidos tricarboxilicos (TCA) y de glioxilato, degradaciòn de isoleucina y leucina, y la biosintesis 
de folato (Fig. 1). Por otro lado, las rutas metabélicas con proteînas més sobreexpresadas en la 
CR fueron el sistema de glutatién-glutaredoxina, el sistema de tioredoxina, la ruta de 
asimilacién del sulfato y la biosîntesis de histidina (Fig. 1). 
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Figura 1. Rutas metabélicas de la levadura de flor bajo una condicién de formacién de velo de 
flor (CVF, rojo) y una condicién de referencia (CR, azul) considerando sélo las proteinas màs abundantes. 


Las rutas del complejo 2-cetoglutarato deshidrogenasa y la cadena de transporte de 
electrones fueron aquéllas que en CVF presentaron mayor diferencia con respecto a CR. 
Ambas, agruparon 3 proteînas màs abundantes (Kgd1p, Kgd2p y Lpdip en el primer caso y 
Cor1p, Qcr6p y Sdh1p) mientras que en CR, ninguna proteîna con esta funcién fue detectada 
con mayor abundancia. El complejo 2-cetoglutarato deshidrogenasa incluye 3 enzimas (las tres 
detectadas en CVF), éstas transforman los écidos 2-oxo a los derivados de acil-CoA 
correspondientes y produce NADH y CO; en una reaccién irreversible. En cuanto a la cadena de 
transporte de electrones, ésta constituye el paso final de la via respiratoria, que està implicada 
en la sintesis de ATP, asi como en el transporte de metabolitos a través de la membrana [5]. 
También relacionada con la respiracién aerobia està el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y 
de glioxilato. En este estudio se han detectado 11 proteîinas màs abundantes en CVF y 1 en la 
condicién de referencia. Estas rutas se pueden enmarcar en el contexto del metabolismo 
oxidativo que desarrollan las levadura de flor en condiciones de crianza biolégica, a través del 
cual el etanol es oxidado y se producen subproductos responsables del sabor y aroma 
caracteristicos del vino fino [2,6]. 


Ademàs, un alto porcentaje de proteinas con més abundancia en CVF fueron 
agrupadas en dos rutas de degradacién de aminofcidos y en la sintesis de foltato. Estos 
aminofàcidos fueron la isoleucina y la leucina. En ambos, su isémero L forma parte de los 22 
aminoàcidos proteinogénicos mientras que su isémero D se utiliza como fuente de carbono, 
nitrégeno, y de energia a través de la via de Ehrlich que culmina en la reduccién del aldehido 
para formar un alcohol de cadena larga o complejo, conocido como un alcohol fusel o aceite 
de fusel. Los alcoholes fusel son compuestos de sabor y aroma importantes en los productos 
alimenticios y bebidas fermentades [7]. En cuanto al folato, o vitamina Bs, se identificaron 6 
proteinas màs abundantes bajo esta condicién que estàn relacionadas con su sîntesis. Este 
compuesto contiene propiedades saludables y se usa como aditivo alimenticio ya que el ser 
humano es incapaz de sintetizarlo [8, 9]. Futuros andlisis metabolémicos se requieren para 
detectar la posible presencia de esta molécula que hasta la fecha no ha sido descrita en los 
vinos finos. 
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4. Conclusiones 


Como resultado de un angdlisis prote6mico, se ha detectado un alto porcentaje de 
proteinas presentes en altas concentraciones en la condicibn de formacién de velo de flor 
relacionadas con las rutas metabélicas del complejo 2-cetoglutarato deshidrogenasa, la cadena 
de transporte de electrones, el ciclo de los àcidos tricarboxilicos (TCA) y de glioxilato, la 
degradacién de isoleucina y leucina, y la biosintesis de folato, cuya presencia no ha sido 
descrita hasta la fecha en los vinos finos. Estos datos pueden servir como un recurso para el 
desarrollo de estrategias con objeto de mejorar la calidad de los vinos sometidos a procesos 
tales como la crianza biolégica. 
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RESUMEN: 


La inoculacién del mosto con levaduras Torulaspora puede mejorar la calidad del vino. La 
inoculacién secuencial de T. delbrueckii y posteriormente de S. cerevisiae no asegura una 
participaciòbn importante de Torulaspora en el proceso de fermentaciòn, y no conlleva una 
mejora evidente de la calidad del vino blanco. En fermentaciones co-inoculadas inicialmente 
con las dos levaduras utilizando estirpes killer de 7. de/brueckii, éstas ùltimas desplazaron a 
las levaduras S. cerevisiae durante la fermentacién cuando su proporcién inicial fue muy alta 
(90%), pero no cuando su proporcidn inicial fue menor (50%). Sin embargo, las levaduras 7. 
delbrueckii no-killer nunca desplazaron a Saccharomyces, independientemente de su 
proporcién inicial. El vigor fermentativo y la tasa de crecimiento son mayores en S. 
cerevisiae, lo que facilité que dominaran la fermentacién desplazando a Torulaspora no- 
killer. La inoculacién inicial de mosto bien desfangado exclusivamente con levaduras 7. 
delbrueckii killer permitié su dominancia durante la mayor parte de la fermentaciòn, 
originando vinos caracteristicos con distinto perfil aromatico. No se realiz6 fermentacién 
malolàctica en ninguno de los vinos, qué si se realizé en los vinos de 7. delbrueckii 
elaborados con el mismo mosto més turbio. El dominio de 7. delbrueckii origino aromas de 
fruta procesada o golosinas poco habituales en vinos frescos, mientras que S. cerevisiae 
originé màs aromas a fruta fresca como consecuencia de que produjeron més esteres 
etilicos con bajo nivel de percepcién, fundamentalmente butanoato de etilo, acetato de 
isopentilo, hexanoato de etilo y octanoato de etilo. Dada la menor concentracién de aromas 
frutales en los vinos de Torulaspora, los catadores pudieron detectar matices de fruta 
procesada y golosinas probablemente debido a la presencia de etoxi-gamma-butirolactona 
en estos vinos. 


Palabras clave: Levaduras, Torulaspora delbrueckii, killer, vino blanco, aromas 


1. Introducciòn 


Algunas levaduras no-Saccharomyces se pueden utilizar para corregir defectos del vino 
o mejorar su complejidad organoléptica. A diferencia de Saccharomyces, estas levaduras 
secretan més enzimas (esterasas, glicosidasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc.), que 
degradan ciertos componentes del mosto mejorando aspectos tecnolégicos como maceracién, 
filtracién, clarificacién, rendimiento alcohélico, extraccién de color, etc., y la calidad aromatica 
del vino. Ademés, algunas levaduras no-Saccharomyces, producen poca cantidad de 
compuestos indeseables como acetaldehido, acetoina, acido acético, y acetato de etilo. Por 
esta razén, se ha evaluado su utilidad para reducir la acidez volàtil del vino co-inoculando estas 
levaduras con Saccharomyces en cultivos mixtos o de forma secuencial, y de manera singular 
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en vinos elaborados con mostos muy ricos en azùcar procedentes de uvas botritizadas. El 
mayor problema del este uso combinado de diferentes levaduras es que los resultados de la 
fermentacién son imprevisibles, y pueden afectar de forma inesperada a la composicién 
quimica y aromatica del vino. Normalmente, las levaduras no-Saccharomyces tienen menos 
vigor fermentativo que las Saccharomyces, tienen dificultad para completar la fermentacién 
del mosto en un tiempo razonable, y suelen ser desplazadas facilmente por las Saccharomyces 
(inoculadas o silvestres). Esto hace dificil apreciar diferencias importantes entre los vinos co- 
inoculados con levaduras no-Saccharomyces respecto a los inoculados exclusivamente con 
Saccharomyces. La levadura no-Saccharomyces màs utilizada es Torulaspora delbrueckii, que 
se puede adquirir en el mercado para elaborar vino; aunque su utilidad pràctica en bodega 
està por confirmar. En este trabajo se analiza la utilidad de inocular exclusivamente levaduras 
Torulaspora asesinas (killer) para elaborar vinos blancos diferenciados y su efecto sobre la 
fermentaciòn malolactica. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron tres cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae: EX85 (killer K2, 
seleccionada comercial de Heral SC), EX85R (no-killer, resistente a cicloheximida), E7AR1 (killer 
K2, resistente a cicloheximida); tres de Torulaspora delbrueckii patentadas por la Universidad 
de Extremadura: EX1180 (autbctona silvestre, killer Kbarr), EX1180-11C4 (killer Kbarr, 
resistente a cicloheximida), EX1180-2K (mutante espontàneo no-killer, resistente a 
cicloheximida); y una 7. delbrueckii comercial: TD291 de Lallemand. Las fermentaciones se 
realizaron con mosto de la variedad Macabeo. Los paràmetros fisicoquimicos se midieron 
segun los Métodos Oficiales. El andlisis organoléptico se realizé por catadores entrenados en la 
Estacibn Enolégica de Almendralejo. Los aromas minoritarios se analizaron mediante 
cromatografia de gases con detector de masas (1). 


3. Resultados 


Las fermentaciones realizadas con mosto estéril de uva Ciguente y co-inoculadas 
inicialmente con mezclas de levaduras T. delbrueckii + S. cerevisiae transcurrieron de forma 
correcta en cuanto a cinética de fermentacién y evolucién de la poblacién de levaduras totales 
y viables (Fig. 1). Solo las levaduras Torulaspora killer pudieron evitar ser desplazadas 
totalmente durante la fermentacién por las Saccharomyces, mientras que las levaduras 
Torulaspora no-killer fueron desplazadas por las levaduras Saccharomyces durante la 
fermentaciòn. Este desplazamiento fue muy ràpido (un dia) cuando la proporciòn de levaduras 
Torulaspora no-killer fue del 50%, y màs lento cuando la proporcién de levaduras Torulaspora 
no-killer fue del 90%, manteniéndose por encima del 50% de la poblacién total durante los 
primeros cuatro dias de fermentaciòn (Fig. 1D). Por el contrario, las levaduras 7. delbrueckii 
killer Kbarr desplazaron totalmente a las S. cerevisiae cuando se inocularon en una proporcién 
inicial del 90%. Esta proporcién inicial de levaduras Torulaspora killer requerida para desplazar 
a las levaduras Saccharomyces fue muy superior a la proporciòn de levaduras Saccharomyces 
K2 requerida para obtener tasas de similares de desplazamiento (menos del 10%) (2). El 
desplazamiento fue ms evidente en mosto filtrado sin particulas adsorbentes de las toxinas 
killer, aunque también se observé dominancia de Torulaspora en mosto desfangado con 
particulas adsorbentes cuando se inocularon en la misma proporcién del 90% (Fig. 1D). Las 
levaduras Torulaspora no-killer no dominaron la fermentacién en las mismas condiciones, 
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siendo desplazadas totalmente por las levaduras S. cerevisiae. En las fermentaciones 
inoculadas con 50% inicial Torulaspora (killer o no-killer), éstas fueron desplazadas 
rapidamente (un dia) por Saccharomyces en mosto desfangado, aunque las levaduras 
Torulaspora killer permanecieron en mayor proporciòn que las no-killer durante varios dias en 
mosto filtrado (Fig. 1D). 


Células totales/mL 


Células viables/mL 
% Levadura Totulaspora 


Tiempo (dias) 


Figura 1. A: Evoluciòn de las fermentaciones de mosto Ciglente estéril desfangado o filtrado inoculado con distintas 
levaduras. Estirpes de S. cerevisiae: EX85 (K2, CYHS). Estirpes de T. delbrueckii: EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYHR) y EX1180- 
2K: (no-killer, CYHR). A: °Brix. B: Levaduras totales. C: Levaduras viables. D: Proporciòon de levaduras Torulaspora 
resistentes a cicloheximida (CYH?). Simbolos: EX85 (—-e—), EX1180-11C4 filtrado (-m—), EX1180-2K- filtrado (-A —), 
EX85 (50%)+EX1180-11C4 (50%) filrado (-0—), EX85 (50%)+EX1180-11C4 (50%) desfangado (—0—), EX85 
(50%)+EX1180-2K- (50%) filtrado (-A—), EX85 (10%)+EX1180-11C4 (90%) filtrado (—m—), EX85 (10%)+EX1180-11C4 
(90%) desfangado (-#—) y EX85 (10%)+EX1180-2K: (90%) filtrado (4 —). 


La inoculacién secuencial de mosto desfangado con T. delbrueckii y posteriormente de 
S. cerevisiae no asegurò una participacién importante de Torulaspora en el proceso de 
fermentaciòn, y no se apreciò mejora la calidad del vino blanco (no mostrado). Sin embargo, la 
inoculaciòn inicial de mosto bien desfangado exclusivamente con levaduras 7. delbrueckii killer 
permitiò su dominancia durante la mayor parte de la fermentaciòn, originando vinos 
caracteristicos con distinto perfil aroméàtico. No se realizé fermentaciòn malolàctica en 
ninguno de los vinos, qué si se realizé en los vinos de 7. delbrueckii elaborados con el mismo 
mosto més turbio. 
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EI dominio de 7. delbrueckii originò aromas de fruta procesada o golosinas poco 
habituales en vinos frescos, mientras que S. cerevisiae originé màs aromas a fruta fresca como 
consecuencia de que produjeron més esteres etilicos con bajo nivel de percepciòn (Fig. 2), 
fundamentalmente butanoato de etilo, acetato de isopentilo, hexanoato de etilo y octanoato 
de etilo. Dada la menor concentracién de aromas frutales en los vinos de Torulaspora, los 
catadores pudieron detectar matices de fruta procesada y golosinas probablemente debido a 
la presencia de etoxi-gamma-butirolactona en estos vinos. 


4. Conclusiones 


Las levaduras 7. delbrueckii killer pudieron dominar la fermentacién de vino blanco en 
presencia de levaduras silvestres Saccharomyces, mientras que las mismas levaduras no-killer 
fueron facilmente desplazadas por las levaduras Saccharomyces con mayor vigor fermentativo. 
EI dominio de 7. delbrueckii originò aromas caracteristicos de fruta procesada o golosinas que 
son poco habituales en los vinos frescos, mientras que S. cerevisiae originò los habituales 
aromas a fruta fresca como consecuencia de que produjeron més esteres etilicos con bajo 
nivel de percepciòn, fundamentalmente butanoato de etilo, acetato de isopentilo, hexanoato 
de etilo y octanoato de etilo. 
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RESUMEN: 


Se analiza el efecto de nuevas levaduras Torulaspora delbrueckii en la elaboraciòn de vino 
tinto. La inoculacién secuencial, inicialmente 7. delbrueckii y dos dias después 
Saccharomyces cerevisiae, no asegurò una participacibn importante de 7. delbrueckii 
durante la fermentacién, y no se apreciéò ninguna mejora digna de destacar en la calidad 
organoléptica de los vinos. Sin embargo, la inoculacién inicial y exclusiva con levaduras 7. 
delbrueckii killer permitié su dominancia durante la fermentacién, aunque estas 
fermentaciones fueron algo més lentas que las inoculadas con S. cerevisiae. Sélo se apreciò 
fermentacién malolàctica o maloalcohélica en los vinos inoculados con Torulaspora. 
Ademòs, se apreciaron mejoras evidentes en algunos paràametros enolégicos y en la calidad 
de los vinos de Torulaspora. Éstos resultaron més redondos en boca, con aromas a fruta 
confitada/pasteleria, y tonos lacteados. En contraprestacién, disminuyò la intensidad de los 
aromas frutales respecto a los vinos de S. cerevisiae, en los que no hubo fermentaciòn 
malolàctica. La mayoria de compuestos con descriptor aromatico frutal y bajo nivel de 
percepcién fueron màs abundantes en los vinos de S. cerevisiae. Sin embargo, en los vinos 
de Torulaspora se apreciò una cantidad de y-hexalactona y etoxi-y-butirolactona 
significativamente mayor, que pudiera ser responsable del aroma a pasteleria, fruta 
procesada o golosinas. La mejora organoléptica fue evidente en los vinos méàs àcidos y 
estructurados, pero no se observé en los vinos menos estructurados, probablemente 
debido a que la total dominancia de Torulaspora hasta el final de la fermentaciòn de estos 
vinos venciòé su pobre estructura hasta deteriorarlos. 


Palabras clave: Levaduras, Torulaspora delbrueckii, killer, vino tinto, aromas 


1. Introducciòn 


Algunas levaduras no-Saccharomyces se pueden utilizar para corregir defectos del vino 
o mejorar su complejidad organoléptica. A diferencia de Saccharomyces, estas levaduras 
secretan més enzimas (esterasas, glicosidasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc.), que 
degradan ciertos componentes del mosto mejorando aspectos tecnolégicos como maceracién, 
filtracién, clarificacién, rendimiento alcohélico, extraccién de color, etc., y la calidad aromatica 
del vino. Ademàs, algunas levaduras no-Saccharomyces, producen poca cantidad de 
compuestos indeseables como acetaldehido, acetoina, acido acético, y acetato de etilo. Por 
esta razén, se ha evaluado su utilidad para reducir la acidez volàtil del vino co-inoculando estas 
levaduras con Saccharomyces en cultivos mixtos o de forma secuencial, y de manera singular 
en vinos elaborados con mostos muy ricos en azùcar procedentes de uvas botritizadas. El 
mayor problema del este uso combinado de diferentes levaduras es que los resultados de la 
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fermentacién son imprevisibles, y pueden afectar de forma inesperada a la composicién 
quimica y aromatica del vino. Normalmente, las levaduras no-Saccharomyces tienen menos 
vigor fermentativo que las Saccharomyces, tienen dificultad para completar la fermentacién 
del mosto en un tiempo razonable, y suelen ser desplazadas facilmente por las Saccharomyces 
(inoculadas o silvestres). Esto hace dificil apreciar diferencias importantes entre los vinos co- 
inoculados con levaduras no-Saccharomyces respecto a los inoculados exclusivamente con 
Saccharomyces. La levadura no-Saccharomyces màs utilizada es Torulaspora delbrueckii, que 
se puede adquirir en el mercado para elaborar vino; aunque su utilidad pràctica en bodega 
està por confirmar. En este trabajo se analiza la utilidad de inocular exclusivamente levaduras 
Torulaspora asesinas (killer) para elaborar vinos tintos diferenciados y su efecto sobre la 
fermentacién malolactica. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron tres cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae: EX85 (killer K2, 
seleccionada comercial de Heral SC), EX85R (no-killer, resistente a cicloheximida), E7AR1 (killer 
K2, resistente a cicloheximida); tres de Torulaspora delbrueckii patentadas por la Universidad 
de Extremadura: EX1180 (autbctona silvestre, killer Kbarr), EX1180-11C4 (killer Kbarr, 
resistente a cicloheximida), EX1180-2K (mutante espontàneo no-killer, resistente a 
cicloheximida); y un mutante resistente a cicloheximida, TL3, procedente de una estirpe de 7. 
delbrueckii comercial (TD291 de Lallemand). Las fermentaciones se realizaron con uva de 
distinta variedades: Cabernet-Sauvignon, tempranillo, Garnacha Tinta y Pinot-Noir. Los 
paràmetros fisicoquimicos se midieron segun los Métodos Oficiales. El anélisis organoléptico 
se realizé por catadores entrenados en la Estacién Enolégica de Almendralejo. Los aromas 
minoritarios se analizaron mediante cromatografia de gases con detector de masas (1). 


3. Resultados 


Las fermentaciones inoculadas con Saccharomyces fueron siempre màs ràpidas en 
comenzar y terminar que las inoculadas con Torulaspora, las cuales arrancaron rapidamente 
pero fueron haciéndose algo més lentas al final de fermentacién. Las levaduras Torulaspora 
dominaron la fermentacién, aunque con més dificultad en la fase final que en vino blanco, 
probablemente porque en las fermentaciones de tinto habîa muchas levaduras Saccharomyces 
silvestres procedentes de los hollejos. La dominancia fue mayor cuando se inocularon 
levaduras Torulaspora killer respecto a las Torulaspora no-killer. La cinética de fermentaciòn 
de Torulaspora fue siempre màs lenta que la correspondiente a Saccharomyces, aunque al 
contrario que en vinos blancos, nunca se observaron problemas de final de fermentacién, 
quedando siempre los vinos secos. Sélo se apreciò fermentacién malolàctica y presencia de 
bacterias o fermentacién maloalcohélica en las fermentacions méàs lentas inoculadas con 
Torulaspora (Fig. 1). 

En contraste con lo observado en vinos blancos, se apreciaron mejoras de algunos 
paràmetros enolégicos y en la calidad de los vinos de Torulaspora: màs redondos en boca, 
aromas a fruta confitada/pasteleria, tonos lacteados, y sensaciones de vinos màs maduros. En 
contraprestacién, como es légico, disminuyé la intensidad de aromas frutales respecto a los 
vinos de Saccharomyces, en los que nunca se produjo fermentacién malolàctica. La mayoria de 
los compuestos con descriptor aromatico frutal fueron màs abundantes en los vinos de 
Saccharomyces respecto a los de Torulaspora. Tan solo cuatro compuestos con descriptor 
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frutal (etil propionato, etil isobutirato, etil lactato y 3-etoxi propan-1-ol) fueron més 
abundantes en los vinos tintos de Torulaspora; mientras que en los vinos de Saccharomyces 
fueron nueve compuestos. Esto explica la mayor intensidad de los aromas a fruta fresca 
detectada por los catadores en los vinos de Saccharomyces. Sin embargo, en los vinos de 
Torulaspora se detectaron cantidades de gamma-hexalactona y etoxi-gamma-butirolactona 
significativamente mayores que en los vinos de Saccharomyces, que pueden ser responsables 


del caracteristico aroma a pasteleria, fruta procesada o golosinas encontrado en estos vinos 
(Fig. 2). 
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En conjunto, los vinos de Torulaspora fueron de calidad méàs apreciada que los de 
Saccharomyces cuando se tratò de vinos tintos muy estructurados elaborados con uva 
Cabernet-Sauvignon o Tempranillo. En los vinos tintos poco estructurados se detectaron notas 
de evolucién excesiva que fueron consideradas negativas para la calidad del vino, 
probablemente debido a que demasiada presencia de Torulaspora hasta el final de 
fermentacién de estos vinos venciò su poca estructura hasta deteriorarlos. 


4. Conclusiones 


La inoculacién inicial y exclusiva del mosto con levaduras Torulaspora killer Kbarr 
permitiò la dominancia de estas levaduras durante toda o la mayor parte de la fermentaciòn y 
originé vinos secos con distinto perfil aromatico que los elaborados con levaduras 
Saccharomyces, que fueron de calidad méàs apreciada cuando se traté de vinos tintos muy 
estructurados. En los vinos tintos poco estructurados se detectaron notas de evolucién 
excesiva que fueron consideradas negativas para la calidad del vino. Se realizé fermentaciòn 
malolàctica o maloalcohélica en todas las fermentaciones lentas (con més azùcares residuales) 
inoculadas con Torulaspora; y muy excepcionalmente en las fermentaciones inoculadas con 
Saccharomyces o en las fermentaciones control. 
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RESUMEN: 


En la elaboracién del vino, hay un interés creciente en el uso de levaduras no- 
Saccharomyces en cocultivo con Saccharomyces cerevisiae con una consecuente mejora en 
el control de la fermentacién combinado con el uso de nuevos procesos biotecnolégicos. En 
este trabajo, se analizan los cultivos puros junto a inoculaciones mixtas y secuenciales de las 
cepas autbctonas aisladas de la D.O. "Vinos de Madrid", Torulaspora delbrueckii, CLI 918; 
Schizosaccharomyces pombe, CLI 1085; Candida stellata, CLI 920; Metschnicowia 
pulcherrima, CLI 475; Lachancea thermotolerans, 9-6C, con la cepa autbctona de 
Saccharomyces cerevisiae, CLI 889, sobre mosto de la variedad Malvar. Del estudio de la 
composicién fisico-quimica, aromatica y sensorial de los vinos resultantes se deduce que las 
inoculaciones secuenciales han sido las que aportan mayor complejidad y calidad a los vinos 
elaborados. 


Palabras clave: Levaduras autéctonas; cultivo puro/mixto/secuencial; Saccharomyces; 
no-Saccharomyces; Malvar 


1. Introducciòn 


Un importante avance tecnolégico en la industria del vino ha sido la inoculacién de 
mosto con cultivos seleccionados de Saccharomyces cerevisiae. El control microbiolégico del 
proceso de fermentacibn permite un mejor manejo de la fermentacién alcohélica y confiere al 
vino una calidad y estilo seguro y predecible [1]. Sin embargo, hay evidencias de que las 
fermentaciones controladas producen vinos menos complejos y estandarizados [2]; por lo que 
en la bùusqueda de respuestas a la demanda de los consumidores, se plantea el uso de 
levaduras no-Saccharomyces en combinacién con Saccharomyces cerevisiae para diversificar y 
mejorar las propiedades sensoriales de los vinos [3]. 


EI presente trabajo se enmarca en la linea de mejora de vinos de la D.O. “Vinos de 
Madrid”. Con el fin de exaltar las propiedades organolépticas de variedades de uva regionales, 
nos planteamos la aplicacibn de nuevos procesos fermentativos que ayuden a una mayor 
diferenciacién y aporten personalidad a los vinos elaborados en la D.O. “Vinos de Madrid”. 
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2. Material y métodos 


En este estudio, se han utilizado las cepas: Torulaspora delbrueckii CLI 918 (Td), 
Schizosaccharomyces pombe CLI 1085 (Sp), Candida stellata CLI 920 (Cs), Metschnikowia 
pulcherrima CLI 457 (Mp), Lachancea thermotolerans 9-6C (Lt), y la cepa de Saccharomyces 
cerevisiae CLI 889 (Sc) aisladas en vifiedos y bodegas de la D.O. “Vinos de Madrid”. 


Los ensayos se realizaron por triplicado con inéculos de 10° células/mL en 
fermentadores con 1L de mosto de la variedad Malvar, en una sala termostatizada (a 18°C) con 
agitacién mecanica (150 rpm) siguiendo tres modalidades de cultivo: 

Cultivo puro (p) de cada una de las cepas analizadas. 

Cultivo mixto (m) con inoculacibn simultanea de S. cerevisiae y la cepa no- 
Saccharomyces correspondiente. 

Cultivo secuencial (s) con inoculacién inicial de la cepa no-Saccharomyces y adicién de 
S. cerevisiae una vez alcanzados 5° de etanol por la cepa no-Saccharomyces. 


Se analizaron paràmetros generales de los vinos elaborados siguiendo métodos 


oficiales de andlisis, andlisis de aromas mediante cromatografia de gases y andlisis sensorial 
[4]. 


3. Resultados 


E _| _ EnsayoS. cerevisiae - S. pombe Ensayo S.cerevisiae - C. stellata Ensayo S. cerevisiae - M. pulcherrima | Ensayo S. cerevisiae - L. thermotolerans _ 
psc ] pid ] mtd ] sta | psc ] psp ] msp | ssp | pse | pes [mos | s6 | psc st 
a 13,13 | 10,88 | 13,03 | 12,80 | 13,13 | 10,21 | 13,70 | 1088 | 1313 | 340 | 1370 | 1323 | 12,90 | 412 | 1131 | 1050 | 1280] 7,19 | 1263 7,29 
Ss (0,06) | (0,28) | (0,01) | (0,00) | (0,06) | (0,74) | (0,10) | (0,94) | (0,06) | (0,05) | (0,41) | (0,24) | (0,12) | (0,71) | (0,77) | (2,44) | (0,00) | (0,26) | (0,05) | (0,13) 
pl 3,30 | 3,34 | 3,30 | 3,30 | 330 | 298 | 320 | 301 | 330 | 371 | 337 | 327 | 310 | 304 3,10 3,12 | 310 | 243 | 3,10 
(0,00) | (0,04) | (0,01) | (0,00) | (0,00) | (0,01) | (0,00) | (0,01) | (0,00) | (0,02) | (0,03) | (0,00) | (0,00) | (0,02) | (0,02) | (0,01) | (0,00) | (0,07) | (0,00) | (0,02) 
NE 0,50 | 060 | 046 | 061 | 0,50 | 033 | 0,73 | 038 | 050 | 063 | 070 | 055 | 086 | 0,27 0,83 0,50 | 040 | 0,78 | 0,46 
(0,01) | (0,01) | (0,06) | (0,20) | (0,01) | (0,05) | (0,05) | (0,05) | (0,01) | (0,01) | (0,01) | (0,07) | 0,00 | (0,02) | (0,00) | (0,03) | (0,00) | (0.01) | (0,05) | (0,01) 
F 560 | 6,75 | 546 | 606 | 560 | 708 | 656 | 695 | 560 | 479 | 410 | 485 | 651 ; 6,23 ; 6,36 
AI (0,01) | (0,22) | (0,06) | (0,06) | (0,01) | (0,12) | (0,05) | (0,02) | (0,01) | (0,01) | (0,06) | (0,06) | (0,00 (0,04) , (0,11) 
pe «150 | 3970 | caso | 220 | caso | 5293 | 288 | 4246] 50 | 17418| 967 | 2521] 242 45,19 ] 160 
(4,20) (0,05, (4,2)_| (0,66) | (6,48) (0,71) | (0,70) | (5,19) | (0,35 12,04) (0,00) 
a 3,12 | 7,14 | 2,87 | 5,28 | 3,12 | 692 | 3,22 | 5,22 | 312 | 917 | 572 | 691 | 600 ] 6,02 4,30 , 
(0,14) | (0,3) | (0,20) | (0,20) | (0,14) | (0,90) | (0,17) | (0,30) | (0,14) | (0,25) | (0,12) | (0,68) | (0,03) | (0,29) | (0,19) | (0,52) | (0,11) | (0,14) 
pa 0,95 | 1,05 | 090 | 093 | 095 | oz0 | 979 | 920] 09 | 020] 08 | coa0] 088 | co | 0 085 | 077 | 020 
(0,03) | (0,01) | (0,01) | (0,06) | (0,03) (0,03) (0,03) (0,20) (0,20) (0,06) | (0,20) | (0,04) 
fer? | <o50 | <oso | <oso | <oso | «oso | 9.1 | coso | 93 | coso | ®9 | coso | 999 | 059 | 108 | 073 | 074 | coso | 88 
(0,07) (0,08) (0,04) (0,02) | (0,14) | (0,10) | (0,09) | (0,15) (0,10) 

Aromas* 

ZAlcoholes | 115,81 | 206,85 | 151,05 | 283,41 | 115,81 | 120,92 | 149,94 ] 108,29 | 115,81 | 182,16 ] 410,77 | 288,05 | 97,29 
zAcidos | 703 | 346 | 7,90 | 466 |] 703 | 1052 | 853 | 872 [| 703 |] 075 ] 1650 | 982 | 1182 
ZÉsteres_| 6,09 | 5,32 | 7,15 | 1140 | 609 | 566 | 549 | 484 | 609 | 105 | 1327 | 6,99 | 474 | 428 5,15 298 _| 471 | 2850 | 771 
£ Otros 2,49 | 175 | 177 | 2,58 | 2,49 | 6075 | 2,31 | 7,13 | 249 | 469 | 748 | 394 | 51 | 757 681 456 | 9,16 | 1309 | 7,85 

Tabla 1. Resultados analiticos de los vinos resultantes de los cultivos puros, mixtos y secuenciales y concentraciòn total (mg/L) de los compuestos 

aromaticos analizados dentro de cada grupo (alcoholes, àcidos, ésteres, otros (aldehidos, cetonas y lactonas)). Los valores entre paréntesis 

corresponden a las desviaciones estàndar. GA: grado alcohélico; AV: acidez volatil; AT: acidez total; AR: azùcares reductores; Gl: glicerol; Ac.M: 
acido mélico; Ac.L: àcido léctico; Ù %v/v; *g/L àc.acético; “g/L àc.tartàrico; to/L *mg/L. 


Ensayo con T. delbrueckii y S. cerevisiae: La fermentaciòn alcohélica se ha completado 
en todos los ensayos a excepcién del cultivo puro de 7. delbrueckii que presenta altos 
contenidos de azùucares residuales. Destaca el contenido en glicerol y menor grado alcohélico 
del vino producido en la fermentacién secuencial (Tabla 1). Tanto el cultivo puro de 7. 
delbrueckii como el secuencial poseen una mayor cantidad de compuestos aromàticos frutales 
y florales como 2-feniletanol, isovalerato de etilo, hexanoato de etilo y acetato de 2-feniletilo; 
esto coincide con el andlisis de cata sensorial, siendo estos dos vinos los mejor valorados en 
intensidad aromatica, aroma frutal y calidad global (Figura 1). 
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Ensayo con S. pombe y S. cerevisiae: Los valores de azùcares residuales a final de 
fermentacién en cultivo puro de S. pombe y secuencial son elevados, alcanzàndose como 
méàximo 10-11 grados de alcohol. En el cultivo mixto, la acidez total y la acidez volàtil son més 
bajas (Tabla 1). Los valores de àcido làctico son elevados en los cultivos puro y secuencial de S. 
pombe coincidiendo con un mayor consumo de acido mélico en las mismas condiciones. En la 
cata, destaca el cultivo secuencial que contiene mayor concentracién de los ésteres, butirato 
de etilo, hexanoato de etilo y acetato de 2-feniletilo responsables de los aromas frutales y 
florales de los vinos (Figura 2). 
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Figura 1. Valoracién organoléptica de los cultivos ensayados con Td y Sc. Figura 2. Valoracién organoléptica los cultivos ensayados con Sp y Sc. 


Ensayo con C. stellata y S. cerevisiae: La concentraciòn de azùucares residuales es >3 g/L 
en todas las fermentaciones con C. stellata. El cultivo mixto destaca por la mayor produccién 
de acidez volatil (Tabla 1). En cultivo puro y secuencial de C. stellata, se aprecia consumo de 
acido mdlico, produccién de dcido làctico y mayor contenido en glicerol. En la cata, el vino 
mejor valorado fue el del cultivo puro de C. stellata por su mayor aroma frutal y su caràcter 
dulce en boca (Figura 3). Estos datos coinciden con el andlisis aromatico dénde este cultivo se 
distingue por poseer una alta cantidad de compuestos aromàticos agradables como 2- 
feniletanol y acetato de 2-feniletilo (Tabla 1). 

Ensayo con M. pulcherrima y S. cerevisiae: La cantidad de azucares residuales es 
elevada en todas las fermentaciones con la cepa no-Saccharomyces. Se observa que M. 
pulcherrima en cultivo puro es productora de una baja acidez volàtil (Tabla 1). Destaca la alta 
concentracién de glicerol en los cultivos puro y secuencial de M. pulcherrima. Tanto en los 
anàlisis arométicos como en la cata (Figura 4), sobresale el cultivo elaborado de manera 
secuencial, aportando més intensidad aromàtica y mayor concentraciòn de ésteres como 3-OH 
butirato de etilo, acetato de hexilo y octanoato de etilo, asociados con el aroma a pera 
descrito por los catadores. 


Figura 3. Valoraciòn organoléptica de los cultivos ensayados con Cs y Sc. Figura 4. Valoraciòn organoléptica de los cultivos ensayados con Mp y Sc. 
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Ensayo con L. thermotolerans y S. cerevisiae: En el cultivo puro y secuencial de L. 
thermotolerans no se han consumido la totalidad de azùcares del mosto, acabando el vino con 


8° de alcohol. Se observa una disminucién de pH en cultivo puro y secuencial de L. 
thermotolerans y un aumento de la acidez total por la elevada produccién de acido L-làctico 
(Tabla 1). En composicién aromatica destacan los cultivos puro y secuencial con la cepa no- 
Saccharomyces, siendo elevadas las concentraciones de 2-feniletanol y lactato de etilo. En cata 
(Figura 5), resalta la acidez en boca de los cultivos puro y secuencial de L. thermotolerans y su 
aroma a fruta madura aunque fue el cultivo mixto, con aromas citricos y més fresco en boca, el 
mejor valorado organolépticamente. 


Figura 5. Valoracién organoléptica de los cultivos ensayados con Lt y Sc. 


4. Conclusiones 


En los ensayos realizados, se aprecian diferencias fisico-quimicas y organolépticas en 
los diferentes modos de elaboracién de los vinos. La elaboracién secuencial ha aportado de 
manera general mayor calidad y tipicidad al vino, siendo la méàs aceptada a nivel sensorial. Las 
caracteristicas màs destacadas del cultivo secuencial son menor acidez volàtil, menor grado 
alcohélico, mayor cantidad de glicerol y la conservacién del perfil aromético aportado por la 
cepa no-Saccharomyces al principio de la fermentacién. 

Estos ensayos son pioneros en los estudios de cultivos asociados con levaduras 
autbctonas de la D.O. “Vinos de Madrid”. Futuros trabajos estàn focalizados en el total 
consumo de azùcares para obtener vinos secos, mejorando el momento de inoculacién de 
Saccharomyces para poner en evidencia las diferencias entre los sistemas de elaboraciòn y las 
mejoras que aportan estas combinaciones de levaduras a la calidad final de los vinos, y 
fermentaciones a nivel de bodega experimental. 


5. Bibliografia 


1. Barre, P.; Vezinhet, F. 1984. Evolution towards fermentation with pure culture yeasts in 
wine making. In: Microbiology Science. 1. 7, 159-163. 

2. Fleet, G.H. 2008. Wine yeasts for the future. In: FEMS Yeast Research. 8. 7, 979-995. 

3. Cominiti, F., Gobbi, M., Domizio, P., Romani, C., Lencioni, L., Mannazu, l.; Ciani, M. 2011. 
Selected non-Saccharomyces wine yeasts in controlled multistarter fermentation with 
Saccharomyces cerevisiae. In: Food Microbiology. 28. 5, 873-882. 

4. Arroyo, T., Lozano, J., Cabellos, J.M., Gil-Dfaz, M., Santos J.P.; Horrillos, M.C. 2009. 
Evaluation of wine aromatic compounds by a sensory human panel and an electronic nose. /n: 
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 57. 24, 11449-11582. 


6. Agradecimientos 


Este trabajo se ha realizado en el IMIDRA y ha sido co-financiado por FEADER. 


157 


M15 - INFLUENCIA DE LA POBLACION DE LEVADURAS EN 
FERMENTACIONES DE MOSTO ECOLOGICO Y CONVENCIONAL 
DE LA VARIEDAD MENCIA EN LA D.O. RIBEIRA SACRA (GALICIA) 


David Castrillo®, Pilar Blanco!, Ménica Cid*, Alba Camesella!, Elvira Soto! 
lEstacién de Viticultura e Enoloxia de Galicia (EVEGA-INGACAL), Ponte San Clodio s/n, 32427, 
Leiro, Ourense, Espafia. Tfno: 988 488 033. 
david.castrillo.cachon@xunta.es 


RESUMEN: 


En este trabajo se presenta la influencia de la poblacién de levaduras durante la 
fermentacién natural de mostos de origen ecolégico y convencional de la variedad Mencia, 
cultivada durante 2013 y 2014 en la DO Ribeira Sacra (Galicia). Se observaron diferencias en 
las curvas de fermentacién de los mostos de origen ecolégico y convencional, dependiendo 
del tipo y evolucién de la poblacién de microorganismos presentes. La concentracién de 
azùcares de los mostos ecolégicos fue menor que la de los convencionales mientras que la 
poblacién de levaduras fue similar en ambos tipos de mosto. Sin embargo, las especies de 
levaduras presentes y su evolucién durante la fermentacién, mostraron diferencias entre las 
muestras de cultivo ecolégico y convencional y, por tanto, influyeron en las caracteristicas 
finales del vino. 


Palabras clave: levaduras, cultivo ecolégico, fermentacién natural, Mencia, Ribeira Sacra 


1. Introducciòn 


Actualmente existe una tendencia mundial de la viticultura hacia el cultivo ecolégico 
por ser una produccién més saludable, sostenible y respetuosa con el medio. En Galicia existen 
cinco Denominaciones de Origen (DO), caracterizadas por unas condiciones climaticas que no 
siempre favorecen el cultivo ecolégico. Por ello, en el Consello Regulador de Agricultura 
Ecolbxica de Galicia (CRAEGA) solo constan 20 productores y 12 bodegas inscritas. 


Los microorganismos presentes durante la fermentacién modulan las propiedades 
quimicas y sensoriales del vino (Swiegers et al., 2005). Diversos estudios han puesto de 
manifiesto que los vinos obtenidos mediante los métodos tradicionales basados en la 
fermentacién natural espontànea, sin aditivos quimicos (Guzzon et al., 2011), son apreciados 
por los consumidores debido a su estructura y complejidad aromàtica (Lambrechts y Pretorius, 
2000; Blanco et al., 2013). También las précticas culturales utilizadas en el vifiedo pueden 
repercutir en la diversidad de microorganismos presentes en la uva y, por tanto, en el mosto 
(Cordero-Bueso et al., 2011). 


En la Estacién de Viticultura e Enoloxia de Galicia (EVEGA) se està Ilevando a cabo un 
estudio comparativo sobre la produccién ecolégica y convencional en las distintas DO gallegas. 
En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos sobre la caracterizacibn de la 
poblacibn de levaduras en mosto, su dinamica durante la fermentacién y la repercusiòn en las 
caracteristicas del vino para la variedad de uva tinta Vitis vinifera L. Mencia procedente de 
cultivo ecolégico y convencional en la DO Ribeira Sacra (Galicia). 
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2. Material y métodos 


Las muestras de uva procedieron de dos parcelas, una cultivada en ecolégico y otra 
siguiendo pràcticas convencionales, de la finca Horta da Cal, Portutide (Mourelos, O Savifiao) 
en la DO Ribeira Sacra. Por cada tipo de cultivo se dividié la parcela en 3 bloques 
representativos aleatorios y se recogieron 5 kg de racimos. En el laboratorio los racimos se 
despalillaron manualmente, se estrujaron, y se dejaron fermentar de forma natural (sin aftadir 
sulfuroso ni levaduras) en botellas de 2 L a temperatura ambiente (24 2C). Se recogiò una 
muestra de mosto para andlisis de los paràmetros quimicos bàsicos y otra para anglisis 
microbiolégicos. También se tomaron muestras al inicio (Fi) y al final (Ff) de la fermentaciòn 
para seguimiento de las levaduras responsables del proceso. La evolucién de la fermentaciòn 
se monitorizé mediante medida del grado Brix. A los 10 dias de fermentaciòn, el vino se 
descubò y la fermentacién se mantuvo unos dias més hasta la finalizacién del proceso. El vino 
obtenido se centrifugò, se sulfitò con 25 mg/l de SO, y se guardò hasta su andlisis. 


Las muestras de mosto y de fase inicial (Fi) y final (Ff) de la fermentaciòn se diluyeron 
de forma adecuada y se sembraron en medio WL Nutrient Agar (Scharlau Microbiology). Las 
placas se incubaron a 28 2C hasta la aparicién de colonias visibles, tras lo cual se procediò al 
recuento de levaduras y al aislamiento de un numero representativo de colonias de cada 
muestra para su posterior identificacién. Los aislados se crecieron en Lysine Medium (Scharlau 
Microbiology) para su diferenciacién en levaduras de tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces. 


La identificacién de las levaduras a nivel de especie se realizò mediante amplificacién 
por PCR del gen 5.8S rRNA y dos espaciadores ribosomales internos (ITS) segun el método de 
Esteve-Zarzoso et al. (1999). Aquellos aislados identificados como Saccharomyces se 
caracterizaron a nivel de cepa mediante la técnica de andlisis de los patrones de restriccién del 
mtDNA (mtDNA-RFLPs) segun el protocolo descrito por Querol et al. (1992). 


Los distintos paràmetros de mostos (Brix, azUcares reductores, pH, acidez total, àcido 
L-mélico, acido tartàrico) y vinos (grado alcohélico, azUcares reductores, acidez total, acidez 
volàtil, àcidos mélico, tartàrico, lactico y pH) se determinaron utilizando los métodos oficiales 
(OIV, 2012), excepto el àcido tartàrico que se determinò por colorimetria. Para detectar 
diferencias significativas entre los mostos de cultivo ecolégico y convencional, se realizò6 un 
analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software SPSS 18.0. 


3. Resultados 


EI analisis de los mostos revelò una concentracién de azùcares mayor en las muestras 
procedentes de producciòn convencional con respecto a las ecolégicas, con diferencias 
significativas en 2014 (Tabla 1). El contenido de àcido L-méalico fue significativamente més alto 
en el cultivo convencional en 2013 mientras que en 2014 lo fue en el cultivo ecolégico. Sin 
embargo, el àcido tartàrico fue mayor en el mosto de uva ecolégica en ambos afios, no 
apreciàndose diferencias en la acidez total y pH. 


En cuanto a la poblacién de levaduras, a nivel cuantitativo (numero de levaduras 
viables/mL), ésta fue mayor en 2013 en mosto convencional mientras que en 2014 fue mayor 
en mosto de origen ecolégico, aunque sin diferencias significativas. A nivel cualitativo, la 
diversidad de especies fue mayor en mostos de cultivo ecolégico (10) que en convencional (6). 
Las especies predominantes en ambos casos fueron Metschnikowia sp. y Hanseniaspora 
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uvarum. Las diferencias se encontraron en las especies minoritarias. Asî en ecolégico se 
identificaron, ademés, levaduras de las especies: Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Uncultured 
Zygosaccharomyces, Issatchenkia terricola, Candida apicola, Candida zemplinina y Pichia 
anomala. En los mostos convencionales se encontraron: P. kluyveri, C. zemplinina, Pichia 
membranifaciens y Z. bisporus. 


Tabla 1. Caracteristicas de los mostos ecoldgicos y convencionales de la variedad 
Mencia (ME-Eco y ME-Con) cultivada en la DO Ribeira Sacra en 2013 y 2014. 


Parametro RS13-ME-Eco |RS13-ME-Con|RS14-ME-Eco | R$S14-ME-Con 
Azùcares (8/1)? 216,73+8,72|225,50+18,12| 209,47+2,87| 219,47+3,45 
Grado alcohélico probable (% vol) 12,87+0,51 13,40+1,04]  11,97+0,13 12,13+0,56 
Acidez total (g tart/L) 4,13+0,29 4,10+0,56 4,07+0,35 3,63+0,29 
Acido L-malico (g/1)” ” 1,23+0,19 1,72+0,14| 1,87+0,31 1,27+0,23 
Acido tartarico (g/L) 5,93+0,06| —5,80+0,00| 6,63+0,15| —6,57+0,25 
pH 3,47+0,03 3,56+0,11 3,75+0,05 3,77+0,06 
Num. levaduras viables (log10UFC/mL) 6,11+1,14 7,53+0,11 6,69+0,16 6,52+0,31 


Los datos son la media de tres repeticiones + desviacién estAàndar. Existen diferencias significativas (p<0,05) entre 
los mostos procedentes de cultivo ecolégico y convencional en 2013 (1) y 2014 2) para el parametro indicado. 


Las fermentaciones con mosto ecolégico en 2014 mostraron una evoluciòn tipica 
(Figura 1) con descenso a menos de 8 2Brix (niveles de azùcar inferiores a 2,0 g/L) y producciòn 
de alcohol (12,4 % vol.). Por el contrario, en los mostos convencionales la fermentacién no se 
completò. Se detuvo en torno al intervalo 19-17 ®Brix, dando lugar a vinos con azùcares 
residuales (138,5 g/L) y bajo contenido en alcohol (3,6 % vol.). En 2013 solo dos de las 
fermentaciones transcurrieron de forma satisfactoria, una de mosto ecolégico y otra de mosto 
convencional (Blanco et al., 2014). 


Figura 1. Evoluciòn de la fermentaciòn de los mostos de Mencia de cultivo ecolégico 
(ME-Eco) y convencional (ME-Con) de 2014. 
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EI estudio de la dinamica de la poblacién de levaduras durante las fermentaciones de 
mosto ecolégico indicò que en la fase inicial estaban presentes levaduras de distintas especies 
incluyendo H. uvarum, Metschnikowia sp., Candida californica y Z. bisporus. Estas levaduras 
fueron reemplazadas durante la fermentacién por la especie Saccharomyces cerevisiae que 
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aparece como dominante al final del proceso. En las fermentaciones con mosto convencional 
también se identificaron distintas levaduras en la fase inicial del proceso incluyendo P. 
kluyvery, H. uvarum, Metschnikowia sp., C.  californica y C. zemplinina. Sin embargo, a 
diferencia con lo ocurrido en los ensayos con mosto ecolégico, estas levaduras no fueron 
sustituidas por S. cerevisiae, deteniéndose la fermentacién. Estas diferencias observadas a 
nivel microbiolégico explican los datos obtenidos en los vinos. 


4. Conclusiones 


En la DO Ribeira Sacra el cultivo ecolégico del vifiedo repercute en las caracteristicas 
del mosto de Mencia, que presenta menor contenido en azùcares. La fermentacién natural 
muestra una evolucién normal en los mostos ecolégicos pero no en los convencionales, donde 
se observan paradas fermentativas. La diferencia en la poblacién de levaduras presentes en los 
mostos ecolégico y convencional, y su evolucién durante la fermentacién, influye en las 
caracteristicas del producto final. 
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RESUMEN: 


En este estudio se presentan los resultados preliminares obtenidos sobre la 
evaluacién de la diversidad de cepas de Saccharomyces cerevisiae en distintas bodegas 
gallegas, que elaboran vino ecolégico, en las que no se practica la inoculacién de levaduras 
comerciales para la elaboracién del vino. Para ello, se tomaron muestras durante la 
fermentaciòn en distintas bodegas, se aislaron las levaduras presentes y se caracterizaron 
mediante mtDNA-RFLP. Los resultados mostraron que en las fermentaciones participaban 
diferentes cepas de S. cerevisiae, que actuaban en codominancia. La participacibn de 
distintas levaduras durante la vinificacién contribuye a aumentar la complejidad de los vinos. 
Ademés, el estudio permitié evaluar la diversidad y distribucién de cepas de S. cerevisiae en 
bodegas de las distintas Denominaciones de Origen de Galicia. 


Palabras clave: levaduras, bodegas, vino ecolégico, fermentacién espontànea, Galicia 


1. Introducciòn 


Los productos de origen ecolégico tienen cada vez més aceptacién entre los 
consumidores por ser més saludables y respetuosos con el medio ambiente. En Galicia el vino 
constituye un sector muy importante de la economia; sin embargo, nuestras condiciones 
climàticas no siempre facilitan el cultivo ecolégico. Por ello, solo un pequefio numero de 
productores y bodegas gallegos siguen estas pràcticas. 


La elaboracién y etiquetado de vino ecolégico requiere, en primer lugar, que la uva 
proceda de producciòn ecolégica (Reglamento de Ejecucién (UE) N? 203/2012), pero también 
que se respeten ciertas pràcticas en la bodega. Entre estas ùltimas hay que destacar la 
utilizaciétn de levaduras derivadas de materias primas ecolégicas. Ademàs, la utilizaciébn de 
levaduras propias es una pràctica que da un valor afiadido al producto final. 


Los vinos obtenidos mediante los métodos tradicionales de fermentacién espontànea, 
son més apreciados por los consumidores por su estructura y complejidad aromatica (Guzzon 
et al., 2011; Blanco et al., 2013). Se ha demostrado que las pràcticas de cultivo ecolégico y la 
vinificacibn espontànea favorecen la diversidad de las levaduras autéctonas y que algunas 
cepas son capaces de completar las fermentaciones satisfactoriamente (Tello et al., 2012). 


En la Estaciòn de Viticultura e Enoloxfa de Galicia (EVEGA) se està Ilevando a cabo un 
estudio sobre la produccién ecolégica de vino en nuestra comunidad. En este estudio se 
presentan los resultados preliminares obtenidos sobre la evaluacibn de la diversidad de 
levaduras en distintas bodegas gallegas que elaboran vino ecolégico. 
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2. Material y métodos 


En este estudio se tomaron muestras durante la etapa de vinificaciones en bodegas 
que elaboran vino ecolégico dentro de las distintas Denominaciones de Origen (DO) de Galicia: 
Corisca (DO Rifas Baixas), Pazo Vieite y Adega Beatriz (DO Ribeiro), Quinta da Muradella (DO 
Monterrei) y Diego de Lemos (DO Ribeira Sacra). 


Las muestras se recogieron en recipientes estériles y se trasladaron al laboratorio de la 
EVEGA para su procesado. Se diluyeron de forma adecuada y se sembraron en medio WL 
Nutrient Agar (ScharlauMicrobiology). Las placas se incubaron a 28 2C hasta la aparicibn de 
colonias visibles, tras lo cual se procedié al recuento de levaduras y al aislamiento de un 
numero representativo de colonias de cada muestra para su posterior identificaciòn. Los 
aislados se crecieron en Lysine Medium (ScharlauMicrobiology) para su diferenciacibn en 
levaduras de tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces. De cada bodega se analizaron un 
numero representativo de aislados de tipo Saccharomyces cerevisiae para determinar la 
diversidad de cepas. 


La caracterizaciébn de las levaduras S. cerevisiae a nivel de cepa se Ilevò a cabo 
mediante la técnica de anglisis de los patrones de restriccién del MtDNA (mtDNA-RFLPs) segùn 
el protocolo descrito por Querol et al. (1992). 


3. Resultados 


La caracterizaciòbn genética de las levaduras aisladas en bodegas de las distintas DO 
gallegas permitié diferenciar hasta 32 cepas diferentes. Las cepas se denominaron LBEn 
(Ievaduras de bodegas ecolégicas), siendo n un nùmero del 1 al 32. La distribucién de las 
distintas cepas por DO, bodega y tipo de vino (blanco o tinto) se muestra en la Tabla 1. Algunos 
perfiles genéticos de las cepas aisladas pueden observarse en la Figura 1. En casi todas las 
fermentaciones se identificaron distintas cepas de S. cerevisiae, tanto en las muestras 
procedentes de elaboraciones de vino blanco como de tinto. Algunas cepas aparecian ligadas a 
distintas DOs, mientras que otras solo aparecian en una bodega concreta. Por ejemplo, la cepa 
LBE3 estaba presentes en todas las DOs, excepto en Ribeira Sacra. LBE10 se encontré en la 
bodega de la DO Monterrrei y también en las dos bedgas de la DO Ribeiro, tanto en vinos 
blancos como en tintos. 


La diversidad media fue de 5 é 6 cepas diferentes por fermentacién. En la DO 
Monterrei el nùmero de cepas identificadas fue mayor porque se muestrearon més 
fermentaciones, pero en cada proceso fermentativo la diversidad de cepas estaba dentro de la 
media (datos no mostrados). En la bodega Pazo Vieite, se tomò muestra en varias etapas de la 
fermentacién encontràandose una codominancia de cepas en todas ellas. En esta bodega hay 
que destacar que también se elabora vino mediante las técnicas convencionales con 
inoculacién de levaduras comerciales; sin embargo, los datos obtenidos indican que esto no 
afecta a la elaboracibn ecolégica en cuanto a posibles contaminaciones con las levaduras 
comerciales utilizadas. 


La participacién de distintas levaduras durante la vinificacién contribuye a aumentar la 
complejidad de los vinos. Ademéàs, el hecho de que en cada bodega y zona se identifiquen 
cepas caracteristicas y Unicas puede influir en la diversificacién y singularidad de los vinos 
elaborados. 
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Tabla 1. Fermentaciones y diversidad de las levaduras aisladas en las distintas bodegas 


(tipo-n? muestras) analizados (N°: cepas) 
Corisca (Rias Baixas) 1 (Blanco) 5: LBE1, LBE?2, LBE3, 
LBE4, LB5 


Bodega (DO) N? fermentaciones | N2 aislados | Diversidad 


5 (Tinto) 12: LBE3, LBE6, LBE7, 
LBE10, LBE11, LBE12, 
Quinta da Muradella LBE13, LBE14, LBE15, 


LBE16, LBE17, LBE18 
(DO Monterrei) 


2 (Blanco) 5: LBE3, LBE6, LBE8, 
LBE9, LBE10 


Diego de Lemos 2 (Tinto) 3: LBE12, LBE19, LBE20 


(DO Ribeira Sacra) 1 (Blanco) 3: LBE12, LBE21, LBE22 


Adega Beatriz 1 (Tinto) 1: LBE23 


(DO Ribeiro) 1 (Blanco) 9: LBE3, LBE10, LBE23, 
LBE24, LBE25, LBE26, 
LBE27, LBE28, LBE29 


Pazo Vieite* 1 (Tinto- 2 muestras) 6: LBE2, LBE3, LBE12, 


LBE15, LBE17, LBE32 
(DO Ribeiro) 


1 (Blanco-3 muestras) 6: LBE10, LBE12, LBE13, 
LBE29, LBE30, LBE31 


*Se tomaron muestras en distintas etapas de la fermentaciòn 


Hd N MI novi 0a 


Figura 1. Perfil genético (MtDNA-RFLPs) de distintas cepas de S. cerevisiae aisladas en una 
fermentacién de este estudio. Los carriles 1 a 6, 8 a 13 y 15 a 20 corresponden a las distintas 
cepas. Los carriles M (7 y 14) corresponden al marcador de peso molecular de 1kB (Promega). 
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4. Conclusiones 


e La elaboracién de vinos ecològicos utilizando fermentacibn espontànea favorece la 
diversidad de las levaduras durante el proceso. 

e Cada bodega posee unas levaduras propias que podrian condicionar la peculiaridad de 
sus vinos. 
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RESUMEN: 


Se analiza la posibilidad de incrementar la cantidad de polisacàridos y proteîinas del cava 
para mejorar sus propiedades espumantes. Se realizaron fermentaciones de vino base en 
tubos a media presién inoculados con una levadura (7. delbrueckii o S. cerevisiae), o con 
mezclas de levaduras killer y sensibles para provocar la muerte anticipada de parte de la 
poblacién e incrementar la cantidad de productos procedentes de las levaduras muertas en 
el cava. Las cinéticas de las fermentaciones inoculadas con T. delbrueckii resultaron mucho 
màs lentas que las inoculadas con S. cerevisiae, e incluso algunas de estas fermentaciones 
no llegaron a completarse totalmente. Sorprendentemente, a los 9 meses aùn habîa células 
viables en todas las fermentaciones (10° a 10° ufc/mL), probablemente debido a la ausencia 
de alta presién en el tubo. En las mezclas de levaduras S. cerevisiae, hubo correspondencia 
entre efecto killer e incremento de las cantidades de polisacàridos y proteîinas durante la 
segunda fermentacién, hasta el 10% y el 25% respectivamente. En mezclas de 7. delbrueckii 
+ T. delbrueckii y T.delbrueckii + S. cerevisiae, no se apreciò incremento en polisacàridos, 
sélo incrementaron las proteînas un 17%. Probablemente, la causa de este menor 
incremento de proteinas en mezclas de 7. delbrueckii respecto a S. cerevisiae se deba a que 
el incremento de la muerte celular fue generalizado en las poblaciones de T. delbrueckii con 
independencia del fenotipo killer. 


Palabras clave: Levaduras, efecto killer, polisacarido, proteina, cava. 


1. Introducciòn 


La elaboracién de cava es una actividad en continuo crecimiento en Extremadura y 
supone una alternativa para incrementar el valor afiadido del vino, que se comercializa 
mayoritariamente a granel. La composicién quimica y la calidad de los vinos espumosos 
dependen de muchos factores como la variedad de uva, la gestién del vifiedo, la calidad del 
vino base, o la estirpe de levadura inoculada en la segunda fermentaciòn. Sin embargo, la 
segunda fermentacién y la crianza del vino con las lias de levaduras son factores claves en la 
calidad de los vinos espumosos. Durante este envejecimiento se produce la autolisis de las 
levaduras que realizaron la segunda fermentaciòn, se hidrolizan los biopolimeros celulares y se 
liberan los compuestos intracelulares (péptidos, aminoàcidos, àcidos grasos y nucleétidos) y de 
la pared celular (glucanos, manoproteînas) en el vino, lo cual determina en gran medida las 
propiedades quimicas y sensoriales del vino espumoso (1). Desde hace afios se investiga la 
forma de acelerar este proceso. Una de las alternativas consiste en utilizar mezclas de 
levaduras asesinas (killer) y sensibles como inéculos en la segunda fermentacién. La toxina 
asesina mata a las células sensibles y acelera su autolisis (2). Aunque esta estrategia ha dado 
prometedores resultados en sistemas modelo en laboratorio, aùn no se ha aplicado en la 
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industria ni se ha analizado su efecto sobre las propiedades organolépticas de vinos 
espumosos. Estos estudios iniciales se realizaron cuando sélo se conocia un tipo de levaduras 
vinicas Saccharomyces killer, K2. Hoy disponemos, de nuevas levaduras K2 con buenas 
caracteristicas enolégicas, otro tipo de levaduras Saccharomyces killer, Klus, y nuevas 
levaduras Torulaspora killer, Kbarr-1 y Kbarr-2. En este trabajo se analiza la posibilidad de 
incrementar la cantidad de polisacàridos y proteinas durante la segunda fermentaciòn 
utilizando inéculos mixtos de levaduras Saccharomyces y Torulaspora killer en las condiciones 
de elaboraciòn de cava. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron las levaduras Saccharomyces EX85 (K2, CYH°), EX85R (K2, CYH"), Rod23-1B 
(K2, ROD®S, CYH"), EX229 (Klus, CYH"), EX229-R1 (Klus”, CYHÈ); y las Torulaspora EX1180 (Kbarr- 
1, CYH°), EX1180-2K (Kbarr-1, CYH®), EX1180-11C4 (Kbarr-1, CYH®), EX1257 (Kbarr-2, CYH?), 
EX1257-CYH5 (Kbarr-2, CYH®). Previo al tiraje, las levaduras se crecieron en YEPD, se 
concentraron 10x y se adaptaron al crecimiento en vino base (Macabeo). AI vino base se le 
afiadieron 25 g/L de azùcar y 0,2 g/L de (NH4)HPO%. Se utilizaron 10 tubos de pléstico estériles 
de 15 mL para cada levadura o mezcla de dos con inéculos de 10” células/mL de cada una. En 
las mezclas Saccharomyces:Torulaspora la proporcién fue 1:3. Se incubaron durante 7 dias a 
12-142C, 7 dias més a 208C, y el resto a 12-149C. A lo largo de la segunda fermentaciòn se 
analizé la cantidad de glucosa+fructosa, se monitorizaron las levaduras analizando la 
resistencia a cicloheximida (CYH") o rodamina 6G (ROD"°) mediante réplica en placas de YEPD 
suplementado con cicloheximida o rodamina 6G, la muerte celular por tincibn con azul de 
metileno, los polisacaridos por el método del fenol-à4cido sulfùrico, y las proteinas por el 
método Bradford. 


3. Resultados 


Todos los tirajes inoculados con S. cerevisiae terminaron la segunda fermentaciòn 
antes de 10 dîas (Fig. 1A), al igual que la mayorîa de las mezclas Saccharomyces y Torulaspora 
o, como mucho, antes de 20 diîas (Fig. 1B). Los vinos inoculados con una levadura T. delbrueckii 
terminaron la fermentaciébn mucho més tarde, a los 40 dias. La mezcla de dos Torulaspora fue 
algo més ràpida porque se inoculò con el doble de levaduras (Fig. 1B). El vino sin inocular y el 
tiraje de la Torulaspora EX1257 Kbarr-2 no terminaron la segunda fermentaciòn (Figs. 1A y B). 
Se alcanzaron poblaciones de 10° y 10° ufc/mL a los 7 dias después del tiraje; y a partir del dia 
20 disminuy6 la viabilidad progresivamente en todas las poblaciones. Sorprendentemente, a 
los 9 meses todavia quedaban células viables (de 10° a 10° ufc/mL) (Figs. 1C y D), las levaduras 
fueron capaces de sobrevivir en estas condiciones de bajo pH y baja temperatura, 
probablemente debido a la ausencia de presién. En todas las fermentaciones inoculadas con 
mezclas de Saccharomyces se apreciò desplazamiento de la levadura no-killer por la levadura 
killer (Fig. 1E), aunque en las inoculadas con mezclas de S. cerevisiae y T. delbruekii siempre 
prevalecieron las Saccharomyces independientemente del efecto killer (Fig.1F). No obstante, 
en la mezcla de dos Torulaspora, EX1180 (Kbarr-1) desplazò a EX1180-2K' (Kbarr-1°), como era 
de esperar (Fig. 1F). El porcentaje de muerte fue mayor en las mezclas de Saccharomyces hasta 
los 6 meses; sin embargo, en las mezclas de Saccharomyces y Torulaspora fue similar a la de 
los controles inoculados sélo con Torulaspora (Fig. 1G y H). 
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Figura 1. Evoluciòn del consumo de glucosa + fructosa (A y B), viabilidad celular (C y D), porcentaje de desplazamiento killer + 
no-killer o killer+killer (E y F) y porcentaje de muerte (G y H), en las fermentaciones con mezclas de Saccharomyces (A, C, E, G) 
y mezclas de Torulaspora + Torulaspora y Saccharomyces + Torulaspora (B, D, F, H) y sus correspondientes controles 
inoculados con cada levadura por separado. Simbolos: Sin inocular (-x—), EX85 (-e—), EX85R (-m—), Rod23-1B (-0—), 
EX229 (-A —), EX229-R1 (-A—), EX85+EX229-R17 (--A--), EX229+Rod23-1Bt (--0 --), EX229+EX85Rt (--0--), EX85+EX85Rt 
(--0--), EX1180 (—m—), EX1257 (-#—), EX1180-11C4 (—e—), EX1180-2K- (-4 —), EX85R+EX11807 (--0--), Rod23- 
1B+EX11807 (--o --), EX229+EX1180-11C4f (--A--), EX85+EX1180-2K-t (--0--), EX1180+EX1180-2K-t (--m--), y EX1180- 
11C4+EX1257f (--4--). El simbolo (f) indica la levadura que resultò desplazada en cada mezcla de dos levaduras y cuyo 
porcentaje se representa en la correspondiente gràfica. 


EI contenido de polisacàridos y proteinas totales aumentò significativamente a lo largo 
de las fermentaciones inoculadas con mezclas de S. cerevisiae (con efecto killer), respecto a las 
inoculadas con cada levadura en solitario (Fig. 2A), hasta un 10% de polisacàridos y un 25% de 
proteinas a los 9 meses. Sin embargo, en las fermentaciones inoculadas con mezclas de 
Torulaspora + Torulaspora y Torulaspora + Saccharomyces no aumentò la cantidad de 
polisacàridos respecto los controles de una sola levadura, en consecuencia no se apreciaron 
diferencias dependientes del efecto killer. No obstante, la cantidad de proteinas aumentò de 
forma significativa una media del 17% a los 9 meses cuando hubo efecto killer (Fig. 2B). 
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Figura 2. Evolucién de la concentraciòn media de 
polisacàridos y protefnas durante la segunda fermentaciòn de 
los cavas inoculados con: (A), una levadura Saccharomyces 
(no existe efecto killer), o mezclas de Saccharomyces + 
Saccharomyces (si existe efecto killer); y (B), una levadura 
Saccharomyces o Torulaspora, o mezclas de Torulaspora + 
Torulaspora o Saccharomyces + Torulaspora. En la parte 
superior se muestra el nivel de significaciòn (p) 
correspondiente al andlisis de la varianza. 


Vino base-1 1mes 6 meses 9 meses 


Polisacarido (mg/L), proteina (mg/Lx10) 


Vino base-1 6 meses 9 meses 
O Polisacarido no-killer m Polisacarido killer 
© Proteina no-Killer m Proteina killer 


4. Conclusiones 

Las cinéticas de fermentaciones inoculadas con T. delbruekii fueron més lentas que las 
inoculadas con S. cerevisiae, e incluso algunas no Ilegaron a completarse totalmente. En las 
mezclas de Saccharomyces hubo una evidente correspondencia entre efecto killer e 
incremento de la cantidad de polisacarido y proteina durante la segunda fermentaciòn y 
envejecimiento, hasta el 10% y el 25% respectivamente. En las mezclas con Torulaspora, no se 
apreciò ningùn incremento en la cantidad de polisacàrido, sélo hubo incremento de proteinas 
de hasta un 17% asociado al efecto killer. Probablemente, este incremento de proteinas fue 
menor que en las mezclas de Saccharomyces porque el incremento de la muerte celular fue 
generalizado en las poblaciones de Torulaspora con independencia del fenotipo killer. Ademés, 
Torulaspora no maté y desplazò a Saccharomyces en ningùun caso, lo que hubiese podido 
resultar en la liberaciébn de més proteinas y polisacàridos. 
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RESUMEN: 


Se analiza la posibilidad de mejorar el cava (espuma y calidad organoléptica) utilizando en el 
tiraje mezclas de levaduras killer y sensibles (7. de/brueckii o S. cerevisiae) para provocar 
una liberacién anticipada del metaboloma celular de las levaduras. Las levaduras 
Saccharomyces fueron muy eficaces, alcanzando 6 atms de presién en 30 dîfas. El 
incremento de temperatura de 12 a 182C durante los primeros 30 dias, acelerò la 
fermentacién y el efecto killer de Saccharomyces. Las levaduras Torulaspora mostraron 
poco vigor fermentativo y poca viabilidad en estas condiciones de alta presién y baja 
temperatura hasta el punto de que algunas no completaron la segunda fermentacién. Los 
cavas elaborados exclusivamente con Torulaspora fueron descalificados por el comité de 
cata y descartados para continuar el andlisis de paràmetros espumantes, polisacàridos, 
proteînas y compuestos aromaticos de los vinos. El efecto killer incrementò la cantidad y 
estabilidad de la espuma del cava, ademés de mejorar su calidad organoléptica. Los cavas 
mejor evaluados, elaborados con mezclas de levaduras killer y sensibles, mostraron méàs 
cantidad de células destrozadas (indicativo de efecto killer real) durante la fermentacién y 
mas espuma que el resto. No se aprecié correlacién de la espuma (HM, HS y TS) con la 
concentracibn de proteînas, polisacaridos, o manosa procedente de  polisacàridos 
hidrolizados. /Aunque varios  compuestos aroméaticos correlacionaron positiva o 
negativamente con la espuma, solo el octanoato de etilo parece estar realmente implicado 
en su estabilidad (TS). 


Palabras clave: Levaduras, efecto killer, espuma, cava. 


1. Introducciòn 


La elaboracién de cava es una actividad en continuo crecimiento en Extremadura y 
supone una alternativa para incrementar el valor afiadido del vino, que se comercializa 
mayoritariamente como granel. La composicién quimica y la calidad de los vinos espumosos 
dependen de muchos factores como la variedad de uva, la gestién del vifiedo, la calidad del 
vino base, o la estirpe de levadura inoculada en la segunda fermentacién. Sin embargo, la 
segunda fermentacién y la crianza del vino con las lfas de levaduras son factores claves en la 
calidad de los vinos espumosos. Durante este envejecimiento se produce la autolisis de las 
levaduras que realizaron la segunda fermentaciòn, se hidrolizan los biopolimeros celulares y se 
liberan los compuestos intracelulares (péptidos, aminoécidos, àcidos grasos y nucleétidos) y de 
la pared celular (glucanos, manoproteînas) en el vino, lo cual determina en gran medida las 
propiedades quimicas y sensoriales del vino espumoso (1). Desde hace afios se investiga la 
forma de acelerar este proceso. Una de las alternativas consiste en utilizar mezclas de 
levaduras asesinas (killer) y sensibles como inéculos en la segunda fermentacién. La toxina 
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asesina mata a las células sensibles y acelera su autolisis (3). Aunque esta estrategia ha dado 
prometedores resultados en sistemas modelo en laboratorio, aùn no se ha aplicado en la 
industria ni se ha analizado su efecto sobre las propiedades organolépticas de vinos 
espumosos. Estos estudios iniciales se realizaron cuando sélo se conocia un tipo de levaduras 
vinicas Saccharomyces killer, K2. Hoy disponemos, de nuevas levaduras K2 con buenas 
caracteristicas enolégicas, otro tipo de levaduras Saccharomyces killer, Klus, y nuevas 
levaduras Torulaspora killer, Kbarr-1 y Kbarr-2. En este trabajo se analiza la posibilidad de 
mejorar el cava (espuma y calidad organoléptica) realizando el tiraje con mezclas de levaduras 
killer y sensibles (7. delbruekii o S. cerevisiae) para provocar una liberacién anticipada del 
metaboloma celular de las levaduras, ademéàs de acelerar la autolisis para incrementar la 
cantidad de polisacàridos y proteinas durante la segunda fermentaciòn. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron las levaduras Saccharomyces EX85 (K2, CYH°), EX85R (K2, CYH"), Rod23-1B 
(K2, ROD®S, CYH"), EX229 (Klus, CYH"), EX229-R1 (Klus”, CYHÈ); y las Torulaspora EX1180 (Kbarr- 
1, CYH°) y EX1180-2K- (Kbarr-1, CYH"). Previo al tiraje, las levaduras se crecieron en YEPD, se 
concentraron 10x y se adaptaron al crecimiento en vino base (Macabeo). AI vino base se le 
afiadieron 24 g/L de azùcar y 0,2 g/L de (NH4)2HPOx. Se realizò el tiraje en botellas de 0,75 L 
con obturador de plàstico y tapén de corona para cada levadura o mezcla de dos, inoculando 
1-4x10” células/mL de Torulaspora y 1-4x10° de Saccharomyces. Se incubaron a 182C durante 
los primeros 30 dias de fermentaciòén (sélo para Saccharomyces y mezclas de Saccharomyces, 
excepto EX229 y Rod23-1B), y el resto a 12-149C. A lo largo de la segunda fermentacibn se 
analizé la cantidad de glucosa+fructosa, se monitorizaron las levaduras analizando la 
resistencia a cicloheximida (CYH") o rodamina 6G (ROD"°) mediante réplica en placas de YEPD 
suplementado con cicloheximida o rodamina 6G, la muerte celular por tincibn con azul de 
metileno, los polisacàridos por el método del fenol-àcido sulfùrico, la manosa por un método 
desarrollado previamente (2), protefnas por el método Bradford, los volàtiles minoritarios se 
midieron en el Servicio de Angdlisis Elemental y Molecular de la UEx, y los paràmetros de la 
espuma con equipo Mosalux. 


3. Resultados 


Todas las levaduras Saccharomyces terminaron la fermentacibn a 182C antes de 30 
dias alcanzando una presién de 6 atm (Fig. 1A y C). A 122C sélo terminaron la fermentaciòn 
antes de 60 y 270 dias, EX229 y Rod23-1B (Fig. 1B y D); los tirajes con Torulaspora se pararon el 
dia 60, excepto EX1180 que continuò fermentando lentamente hasta los 270 dias (Fig. 1B y D). 
Torulaspora murié méàs rapido que Saccharomyces aun teniendo més yemas; por el contrario, 
Saccharomyces permaneciò viva màs de 90 dfas (no mostrado). En todas las mezclas de 
Saccharomyces se observé desplazamiento de la levadura sensible por la killer, aunque no 
correlacioné con un incremento de la muerte celular a partir de los 30 dfas (Fig. 1E y G), en las 
mezclas de Saccharomyces+Torulaspora dominé siempre Saccharomyces, aunque esta fuera la 
estirpe sensible, y el porcentaje de muerte fue similar al de los controles sélo con Torulaspora 
(Fig. 1Fy H). 
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Figura 1. Evolucién del consumo de glucosa + fructosa (A y B), presiòn en atm (C y D), porcentaje de desplazamiento killer + no- 
killer o killer + killer (E y F) y porcentaje de muerte (G y H), en las fermentaciones con mezclas de Saccharomyces (A, C, E, G) y 
mezclas de Torulaspora +Torulaspora y Saccharomyces +Torulaspora (B, D, F, H) y sus correspondientes controles con cada 
levadura por separado a 18°C y 12°C (A, C, E, G), o 12°C (B, D, F, H). Simbolos: Sin inocular (-*—), EX85 (-e—), EX85R 
(a), EX229-R1 (A—), EX85+EX85R (--0--), EX85+EX229-R1 (--A--), EX229+Rod23-1B (--0 --), EX229+EX85R (--0--), 
EX229+EX85+Rod23-1B+EX85R (--+--), EX1180 (—m—) EX1180-2K- (-A—) EX229 (-A-—) Rod23-1B (—0—), 
EX1180+EX1180-2K- (--m--), EX229+EX1180-2K: (--0--) y Rod23-1B+EX1180 (--0 --). 


Los cavas inoculados con Torulaspora fueron descalifados por el comité de cata y 
descartados para continuar con el resto de andlisis. Se observò diferencia significativa en la 
calidad organoléptica (sin considerar la espuma) de los vinos con efecto killer (74% de 
aceptacién en cavas con killer vs 65% en no-killer, p<0,05), los mejor evaluados fueron los 
elaborados con las mezclas: EX229+Rod23-1B y EX229+EX85+Rod23-1B+EX85R. Los 
paràmetros de espuma (HM, HS y TS) no mejoraron respecto al vino base en la mayoria de los 
cavas, excepto para estas dos mezclas (Fig. 2), curiosamente donde se hallaron més células 
destrozadas (indicativo de killer real) al principio de la segunda fermentacién. En general, la 
espuma mejorò significativamente en los cavas con mezclas de levaduras, con respecto a los 
cavas con una sola levadura (Fig. 2). 


e 

È 80 Figura 2. Evoluciòn de los parametros de espuma de los 
E 6 cavas elaborados con levaduras Saccharomyces killer, no- 
E n killer o mezclas de levaduras Saccharomyces tras 9 meses de 
# 30 crianza respecto al vino base-2. HM, altura màxima de la 
n n espuma; HS, altura de la espuma estabilizada; TS, tiempo de 
E 0 mantenimiento de la esouma. 
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La cantidad de polisacàridos disminuyò durante la segunda fermentacién y, aunque la 
cantidad de manosa y proteina aumentò durante la misma, sélo la cantidad de manosa 
incrementò significativamente en los cavas con mezclas de levaduras (media del 31%, Fig. 3). 
No se apreciò correlacibn entre la cantidad de estos compuestos con los paràmetros de 
espuma, aunque sf se apreciò correlacibn entre TS y distintos compuestos aromàticos: 
negativa con fcido octanoico, succinado de dietilo y malato de dietilo, y positiva con 2- 
metilbutanoato de etilo, octanoato de etilo, y-butirolactona y 4-hidroxibutanoato de etilo. 
Agrupando el vino base y los cavas en tres categorias, segùn su capacidad para generar 
espuma, sélo la cantidad de octanoato de etilo, fue mayor en los cavas con màs espuma y més 
efecto killer (no mostrado). 


= 200 

S 180 

E Do Figura 3. Evolucién de la concentracién media de 
35 120 polisacàridos y proteînas durante la segunda 
SS 100 fermentaciòn, y manosa (sélo a los 9 meses) de 
A; 80 los. cavas  inoculados con una  levadura 
Si 60 Saccharomyces (no existe efecto killer), o 
E È a mezclas de Saccharomyces+Saccharomyces (si 
nt dd A P . 

3 E 0 ì existe efecto killer. En la parte superior se 
> Vino base-2 2 meses 6meses 9meses muestra el nivel s de significacion (p) 
3 Polisacarido no-killer—Polisacarido killer correspondiente al andlisis de la varianza. 

© E Manosa no-killer Manosa Killer 

- Proteina no-killer m Proteina killer 


4. Conclusiones 


Las levaduras Saccharomyces fueron muy eficaces alcanzando 6 atms de presiòn a los 
30 dîas, excepto EX229 y Rod23-1B a 122C que lo hicieron a los 60 y 270 dias respectivamente. 
Las Torulasporas mostraron poco vigor fermentativo y viabilidad en estas condiciones, y no 
completaron la fermentaciòn sin la presencia de Saccharomyces. El efecto killer aumentò la 
cantidad y estabilidad de la espuma en los cavas mejorando también su calidad organoléptica. 
Precisamente los dos mejor evaluados mostraron méàs cantidad de células destrozadas durante 
el primer mes de tiraje y mayor cantidad de espuma que el resto. No se apreciò correlacién 
entre los paràmetros de espuma con la cantidad de polisacàridos, manosa y proteinas y, 
aunque varios compuestos correlacionaron positiva o negativamente con la espuma, sélo el 
octanoato de etilo parece estar realmente implicado en su estabilidad (TS). 
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RESUMEN: 


Se describe la caracterizacién del fenotipo y del genoma de nuevas levaduras 7. delbrueckii 
asesinas (killer) mediante secuenciaciòn masiva de nueva generacién (NGS). Estas levaduras 
son capaces de matar y desplazar a todos los tipos de levaduras S. cerevisiae durante la 
fermentaciòn, ya sean sensibles o killer de cualquiera de los tipos conocidos: K1, K2, K28, o 
Klus. Estas nuevas levaduras killer contienen en su interior moléculas de dsRNA virico de 
tamafio mediano (M) con el gen que codifica para la toxina killer Kbarr, y dsRNA virico de 
tamafio grande (L) que codifica para las funciones virales (proteina de la capsida y RNA- 
polimerasa) de ambos virus. Se compara la estructura del genoma de estos dos nuevos virus 
de T. delbrueckii, TAV-LAbarr y TdV-Mbarr-1, con los correspondientes a otras levaduras 
killer. 


Palabras clave: Levaduras, Torulaspora delbrueckii, killer, genoma, NGS 


1. Introducciòn 


Las levaduras Saccharomyces cerevisiae killer se agrupan en cuatro tipos (K1, K2, K28, y 
Klus) en base a su fenotipo y a la ausencia de inmunidad cruzada. Los miembros de cada grupo 
pueden matar a las levaduras no-killer y a las killer pertenecientes a otros grupos. Las 
levaduras killer secretan una toxina proteica que pueden ser letales incluso para otras especies 
de levaduras. Cada levadura killer es inmune a su propia toxina y a las toxinas producidas por 
otras levaduras killer del mismo tipo. Las toxinas killer de S. cerevisiae (K1, K2, K28, y Klus) 
estàn codificadas en la cadena positiva de los genomas de virus de dsRNA de tamafio mediano 
(1.6 to 2.4 kb) (M1, M2, M28, y Mlus, respectivamente). La regiòn 5° contiene una ORF que 
codifica el precursor de la toxina o preprotoxina (pptox), que también provee la inmunidad 
frente a la propia toxina. Las secuencias de los genomas de estos cuatro virus M no poseen 
identidad global entre ellas. El mantenimiento en la célula y la replicacién de estos virus M 
dependen de otro virus helper de dsRNA de tamafio grande (4.6 kb), LA. El virus LA 
proporciona la capsida en la que se empaquetan independientemente ambos virus, LA y M, y 
los virus M contienen algunas estructures stem-loop que imitan sefiales del virus LA necesarias 
para la replicacién del genoma y su empaquetamiento en la capsida. El genoma de LA codifica 
dos proteînas, la proteina mayoritaria de la capsida Gag y la proteina minoritaria de fusién 
Gag-Pol (proteina de la capsida+polimerasa de RNA) traducida por un cambio de fase -1 en la 
traducciòn de los ribosomas. 
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La co-inoculacibn con levaduras Torulaspora delbrueckii puede corregir ciertos 
defectos del vino o mejorar su calidad, aunque su utilidad pràctica en bodegas comerciales 
està por confirmar. El mayor problema de la co-inoculacién con distintas levaduras es que los 
resultados de la fermentacién son imprevisibles debido al desplazamiento de las levaduras no- 
Saccharomyces por Saccharomyces cerevisiae, que tiene mayor vigor fermentativo y suele 
dominar las fermentaciones de mosto anulando el efecto de las primeras sobre la composicién 
quimica y aromatica del vino. Se requiere conocer mejor las interacciones entre las distintas 
levaduras para controlar la participacién de las distintas poblaciones de levaduras durante la 
fermentacién. En este trabajo se describe la caracterizaciòn del genoma de nuevas levaduras 7. 
delbrueckii asesinas (killer) capaces de matar a S. cerevisiae e imponerse durante la 
fermentaciòn de mosto. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron 2 estirpes killer autoctonas silvestres de levaduras Torulaspora 
(una Kbarr-1, EX1180, y otra Kbarr-2, EX1257) y un mutante curado sin virus no-killer 
(K') y resistente a cicloheximida (CYH®), EX1180-2K°. Las levaduras no-Saccharomyces 
utilizadas se indican en cada figura. El test de fenotipo killer, aislamiento de àcidos 
nucleicos, andlisis de restricciébn del mtDNA, y anàlisis de los dAsRNA viricos se 
realizaron como se describiò previamente (1, 2). La secuenciaciòn y el ensamblaje de 
secuencias se realizaron en la Unidad de Genémica Cantoblanco (Fundacién Parque 
Cientifico de Madrid, c/ Faraday, 7, 28049 Madrid, Spain) y en la empresa Biotechvana 
S.L. (Benjamin Franklin n2 12, Module 19, Technological Park of Valencia, 46980- 
Paterna, Valencia, Spain) respectivamente. 


3. Resultados 


Caracterizacibn fenotipica de las levaduras killer Kbarr. Las levaduras Kbarr-1 matan a 
los cuatro tipos de levaduras S. cerevisiae killer (K1, K2, K28, y Klus) y a las T. delbrueckii Kbarr- 
2, pero no matan a las mismas levaduras Kbarr-1 (Fig. 1A). También matan a otras especies de 
levaduras  no-Saccharomyces como  Hanseniaspora sp., Kluyveromyces . lactis, 
Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, 
Candida kefir, Candida glabrata, Candida parasilopsis, Candida krusei, Yarrowia lypolitica, y 
Hansenula mrakii, aunque desgraciadamente no matan a las levaduras perjudiciales 
Brettanomyces como seria de desear (Fig. 1B). Las levaduras Kbarr-1 tan solo son ligeramente 
sensibles a las toxinas de S. cerevisiae Klus y Hansenula mrakii, y resistentes al resto de las 
levaduras killer analizadas (no mostrado). El espectro killer de las levaduras Kbarr-1 es incluso 
més amplio que el de las levaduras S. cerevisiae Klus (2), y la actividad killer de las Kbarr-1 es 
més intensa que las de las Klus, tan intensa como la de S. cerevisiae K1, K2, o K28. 

Andlisis de la secuencia del genoma dsRNA de TdV-Mbarr-1 y de la ORF de la 
preprotoxina Kbarr-1. Las dos bandas de dsRNA virico de la levadura Kbarr-1 EX1180 se 
purificaron por electroforesis en agarosa y se secuenciaron con técnicas NGS. Se obtuvo una 
secuencia total de 1705 nucleétidos para la banda de tamafio mediano del virus Mbarr-1, 
coincidente con el peso molecular estimado en electroforesis (1.7 kb). En esta secuencia se 
aprecia la existencia de distintos motifs previamente descritos en otros virus L y M de 
levaduras: un 5°GAAAAA conservado probablemente necesario para el inicio de transcripciòn, 
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una ORF de 271 amino àcidos de la supuesta preprotoxina, una parte central con 78 residuos 
de adeninas (poli(A) central), y una regiòn 3’ no-codificante con elementos estructurales 
necesarios para la replicaciòn y encapsidaciòén del virus, de los que en este caso solo es patente 
el stem-loop 3°-terminal de reconocimiento para replicacién (3°-TRE) con un AG = -4.9 
kcal/mol. No obstante, en esta zona no-codificante situada hacia el extremo 3’del poli(A) 
central se aprecian 10 fragmentos de secuencia con mucha identidad con otras secuencias 
ubicadas en posiciones equivalentes o relacionadas con sefiales de replicacién, potenciaciòn 
de la replicacibn, o encapsidacién de varios genomas de virus M de S. cerevisiae y 
Zygosaccharomyces bailii, y que no se encuentran en la mitad 5’codificante del genoma de 
TdV-Mbarr1. 


. delbrueckit arr strain . delbrueckit arr strain 
A TL delb ‘kii Kb: trail T. delb ‘kii Kb: i 

EX1180 EX1180-2K- EX1257 Lawn EX1180 EX1180-2K- EX1257 
Lawn (Kbarr-1) (Kbarr-0) (Kbarr-2) strain (Kbarr-1) 
strain 


(Kbarr-0) (Kbarr-2) 


Bretanomyces 


H. mrakki 


K lactis 


sp: 


EX198 
(Klus) 


C. kefir 


D 
[s] 
È 
* 
a 


C. glabrasa 


Figura 1. A: Fenotipo asesino (killer) de las levaduras 

Torulaspora delbrueckiî Kbarr-1 EX1180, Kbarr-2 Cau 
EX1257 y el mutante Kbarr-0 cyhF EX1180-2K-. El 

test se realizò frente a céspedes de estirpes de €. parasilopsis 
levaduras S. cerevisiae killer-sensitible (EX33) o killer 
K2 (EX73), K1 (F166), K28 (F182), y Klus (EX198), o 
T. delbrueckii. Kbarr-2 EX1257. Las condiciones de 
ensayo (pH y temperatura) se muestran a la derecha 
de cada foto. B: Fenotipo killer de T. delbrueckii 
Kbarr-1 EX1180, Kbarr-2 EX1257 y Kbarr-0 cyhF 
mutant EX1180-2K- sobre distintas levaduras no- 
Saccharomyces. £ bpolitical 


C. krusei 


C. tropicalis 


La ORF localizada en la mitad 5° de Mbarr-1 contiene una regién rica en aminoàcidos 
hidrofébicos que parece ser la sefial N-terminal necesaria para la secreciòn de la toxina Kbarr- 
1, el correspondiente sitio de corte para la peptidasa sefial, seis sitios Kex2p/Kex1p de 
procesamiento proteolitico, y cuatro sitios de N-glicosilacién de la preprotoxina (Fig. 2). Esta 
estructura es muy similar a la de otras preprotoxinas killer de levaduras. Sin embargo, la 
secuencia de aminoécidos general de Kbarr-1 no muestra homologia con la secuencia de otras 
toxinas killer conocidas. 

La secuencia del genoma y las ORFs encontradas en el virus TdV-LAbarr 
correspondientes a la banda de dsRNA de tamafio grande son homélogas de los virus LA 
descritos previamente en levaduras. 
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Trans-ini Start 


CDNA GAAAAAAGATGAAAACCAATCTGTTCATGGTGGCGGCTATCGTCTTTTTTCTAAGATTAACAAATGTGAATGCGTCTCAAGAACAAGACG 90 
Protein M_K_T N L F M V A A I V F F L R L TN VN A A SQ E QD 27 
Hydrophobic signal peptide N-Gly 
CDNA ATTCAGCATTTGATAGTCGGATAATCAACAGCGTAATTAGCGAATTACGGGGAAAGATAGATGGATGCGAGATACTGGTAGATAGTTCGG 180 
Protein D S A_FAD S_R I SVI. SO UE SIL RO GK. IT DG CE IL VD SS 57 
S-P Kex2 
CDNA GCACACTGGTACTATTACCTATCTCGGAAGAGGCGGAGTTCAGTTGGGAAGATAGCGAACACGCGATGAGTATTATTGACGTACTCACAA 270 
Protein G T L V L L P_IS E E A E F SW E DS E H A MS I I DVL T 87 
CDNA AATATAATATCAGAACAGAGATATCGGATAGTAGAGCGGCAAATCGTGCCGGTAATCTGGGAAATAACGTAACGTTACTAGACCCTGACG 360 
Protein K Y N I RT E I S D S RAA A N R A GN L GN N VT LL D PD 117 
Kex2 
CDNA ACGCTTTCTCGGCAGGTATAAGATTGGTTAGGCTGCCACACGTACCTGTTAGACAAGGAGTGACGACCCCAGCGGTACGTAATAATACCT 450 
Protein D A F S A G I R L VR L P H V PV R Q GG VTTPA VRNNIT 14 
N-GI, 
CDNA ACCGGACGCGCTCTACAGCGACAATAGAAGCATCGCATGACAACGCGGACAACTTGAGGCGACTATCAAGGAGAGCTCAGTGGTTTAGTC 540 


Protein Y RT R ST A T I E A S H D N A D N L_ Ra RAL S_RARAA Q W FS 177 
Kex1+Kex2 Kex2+(Kex2+kex1) 

CDNA CCCTEGGAGTCGACGGCTACTEGGGATAAGAACTGCCCGGGTGATGAACAAGGGTACAGTCAAGATACTGCTGATCCCGGGTGCTCCAATT 630 

Protein P_L G V D G Y W D K N C P G D E Q G Y S Q D T A D PG CS N 207 


CDNA ATGCGTCCACTTCATATATGAAGTCAACTTTAACACATAATTGGTGCAGGTACAGACCTGCAGGTATCTCGATATGGCCACACCATAATT 720 


Protein Y A ST S Y M KS T L T H NW CR YR PA GI SI UÙWW PH HN 237 
N-GI 
CDNA GTCAAAGCGGAGGAAAAATACATACCTTATGGGCCCAGGACGTAGCACAGGCTGTATCAACAAGAACGCTTATTCATGGCAACAACCAGT 810 
Protein CC Q S G G K I H T L W A QD VA Q A VS TR TL IH GN NQ 267 
Stop - 
CDNA CACCTATGCAGTGAATGATCCCGGATGTGGTTATATATGATCAAACCAGTCCAATTTAGAGCAAATAAGATATAGAACACATGTAGTATA 900 
Protein _S P M Q - 271 
CDNA TACATATGTATTATTTATTTTATTAAGTTATTT, 990 
M1 downstream poly(A) (77%) Mzb downstream poly(A) (100%) 
CDNA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAACAACCARACCAAACCAAACACAAAACAAAGCAAAACAACETCACCCTGAGTATAACIGGTGGCACT 1080 
Mzb Rep (78%) 
CDNA CTTGAGCAACCCTAGGGTAGAGACGGATTGACACCCTCTCGGCGCTACACTAATGTGTAGAGCTTTAGTCCGTGAACACTTACTGGTACG 1170 
MI Pac (67%) 
CDNA CAGGCACACGTTCCGTGGCTTGTTTAGACCAAATTCACGTACGCTATGTTAATATAGACGGAGTGAGGTTAACCGTCACGGTTTCAGCTT 1260 
MI Rep (78%) M1 Enh (73%) 
CDNA TATTAACCTAGCCAATAGTATCTCAATAAATAATACTGCGCAACAGTTGGCAGTTAACACGTGATATCTTACAAAACACGCCAGGTACAG 1350 
M28 Pac (68%) —M28Enh (75%) 
CDNA TCACATGACGCTACTGGCAGTATAGAGATAGTGTTAAAATGTACAGCTTCCACGTTCAGTAAGTAATAGAATAGACGCTTCGTCGITEGT 1440 
CDNA ACTACTGACTGTGCCGCTGGTATATTAGAGGTTCTATTCATCAGTGATATCCAAGCAGATAAGGTATAATTGCAAGAAGATATTATGAGC 1530 
Mzb Enh (83%) M28 Rep (53%) 
CDNA TAATCGGGTCGGAATTGACCTATAGCCATGGCTTATTATACAACGIATGATTCAGAAAGTTGACGTCAAACCTTACCTTATGATCAGTCG 1620 
Stem-loop 3'TRE 
CDNA GCGATCCATATATAACTTCACCGAGCGAGTGTCTAAGATTGAAAGACATTGGATATCACACAAAACGAGACGAAGAAAAACCAAG 1705 
AUU 
è è pet è 6 
Figura 2. Secuencia de nucledtidos del genoma del virus dg 
; ssa ca 
TdV-Mbarr-1 (CDNA) y secuencia de aminoécidos de su Li 
preprotoxina Kbarr-1. 1048 &-0 1670 


(AG=-4.9 kcallmol) 


4. Conclusiones 


Las levaduras Kbarr-1 tienen un espectro killer muy amplio que puede ser uùtil para 
eliminar levaduras contaminantes indeseables en la industria alimentaria. Contienen un virus 
M que codifica la toxina Kbarr-1, con una parte no codificante con fragmentos de secuencias 
idénticas a las de otros virus M, indicando un origen filogenético comun. El virus helper TdV- 
LAbarr pertenece a la misma familia que el virus LA de S. cerevisiae o es una variante més del 
mismo virus. 
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RESUMEN: 


Se analiza la influencia de nuevas levaduras Torulaspora delbrueckii killer en la elaboracién 
de vino base para cava. La cinética de fermentacién de las levaduras Torulaspora fue màs 
lenta que la de Saccharomyces cerevisiae, aunque ambas dominaron facilmente la 
fermentacién. Los valores de todos los paràametros permanecieron en un rango propio de 
vinos de calidad. Resultaron estadisticamente significativas las diferencias para T15 y T100, 
y marginalmente significativa para Acido làctico. La concentracién de polisacàridos fue 
mayor en los vinos de 7. delbrueckii y la de proteinas en los de S. cerevisiae. Se encontrò 
mayor concentracién de alcoholes, lactonas y norisoprenoides en los vinos de 7. del/brueckii, 
que podrian explicar las notas especiadas y de crianza detectadas en estos vinos, y de 
ésteres etilicos, ésteres de acetato, furanos, fenoles volàtiles y acidos orgànicos en los de S. 
cerevisiae, vinos con més notas a fruta fresca. Los vinos de T. delbrueckii fueron menos 
espumégenos (HM y HS) que los de S. cerevisiae, aunque su espuma fue més estable (TS). 
En general se apreciéò un antagonismo entre las correlaciones de HM o HS y las de TS con 
distintos compuestos. Hubo correlacién positiva significativa de HM y HS con la cantidad de 
proteîfnas ademàs de 31 compuestos, fundamentalmente ésteres etilicos de C4-Cig; y del TS 
con varios alcoholes. La correlaciétn de HM y HS con la cantidad de polisacàridos fue 
negativa; al igual que la de TS con 35 compuestos aromaàticos, fundamentalmente alcoholes 
y ésteres etilicos. 


Palabras clave: Levaduras, vino base, cava, Torulaspora delbrueckii, killer 


1. Introducciòn 


Las levaduras Torulaspora delbrueckii pueden ser utilizadas para mejorar las propiedades 
organolépticas del vino. En los espumosos como el cava, la formacién y estabilidad de la espuma 
son caracteristicas organolépticas visuales muy importantes, ya que son muy valoradas por los 
consumidores. Se ha descrito que la espuma del cava depende en gran medida de su contenido 
en proteinas y manoproteînas, fundamentalmente con el TS (1, 4). También se ha descrito 
previamente que la altura maxima de la espuma (HM) correlaciona negativamente con àcidos 
grasos Cg, Cio Y C1,, y positivamente con los ésteres etilicos de los àcidos grasos Ce, Cg y Cio (2). 
Estos estudios se han realizado con cavas elaborados integramente con levaduras 
Saccharomyces. Muy pocos estudios se han realizados con cavas elaborados con levaduras no- 
Saccharomyces como Torulaspora (3). Aqui se describe la elaboracién de vino base para cava con 
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levaduras 7. delbrueckii killer y se evalùa su utilidad para mejorar la espuma y su perfil 
aromatico. 


2. Material y métodos 


Se utilizaron dos estirpes de levaduras T. delbrueckii, EX1180 (killer Kbarr-1), y EX1180- 
2K (no-killer y resistente a cicloheximida,CYH"), y dos de S. cerevisiae, E7AR1 (killer K2, CYH®) y 
EX85R (no-killer, CYH®). Las fermentaciones se realizaron con mosto muy bien desfangado de la 
variedad Macabeo. Los paràmetros de espuma se midieron con Mosalux: altura màxima de 
espuma (HM) en mm, altura de estabilidad (HS) en mm, y tiempo de estabilidad de espuma (TS) 
en segundos. Paràmetros fisicoquimicos segun los Métodos Oficiales. El andlisis organoléptico se 
realizé por catadores entrenados en la Estacién Enolégica de Almendralejo. Los volàtiles 
minoritarios se midieron en Servicio de Andlisis Elemental y Molecular de la UEx, los 
polisacàridos con el método del fenol-àcido sulfùrico, y las proteinas con el método de Bradford. 


3. Resultados 


La cinética de fermentaciòn de las levaduras T. delbrueckii killer fue màs lenta que la 
de S. cerevisiae, aunque todas dominaron fàcilmente la fermentacién y dejaron los vinos secos 
(Fig. 1A y B), probablemente debido a su baja graduacién alcohélica. Los vinos de 7. delbrueckii 
fueron claramente distintos a los de S. cerevisiae. Los catadores prefirieron estos ùltimos por 
ser més intensos y afrutados, aunque las diferencias en valoracién no fueron estadisticamente 
significativas (Tabla 1). Los vinos de S. cerevisiae fueron méàs espumégenos, aunque su espuma 
fue menos estable (Fig. 2). Asi pues, los vinos de T. delbrueckii resultaron més especiados, con 
màs notas de crianza, y su espuma fue més estable, caracteristicas interesantes para acortar el 
tiempo de envejecimiento o intensificar su efecto en el cava. 


1090 Tabla 1. Medias de los parametros generales de vinos 
1080 blancos (variedad Macabeo) elaborados con levaduras 
= 1070 seleccionadas Saccharomyces o Torulaspora. Andlisis de la 
SÌ 1060 varianza para estudiar el efecto de la inoculacién del mosto 
= 1050 con cada tipo de levadura. 
S 1040 A Vinos A 
2 1030 Parametro Faccharonmsce: Toralasbora: Pp 
E 1020 accharomyces Torulaspora 
a 1010 T15 (dias) 1,58+0,05 3,81+0,35 0,000 
1000 T100 (dîas) 5,80+0,58 18,2+2,22 0,001 
990 Aceptaciòn (%) 59,0+3,67 51,4+4,44 0,174 
a 19 e Imposici6n en FT (%) 100+0,00 93,8+4,54 0,209 
5 Imposicién en FF (%) —100+0,00 76,4+17,12 0,205 
pdo Etanol (%, v/v) 10,54+0,36 9,78+0,41 0,206 
€ 60 pH 2,98+0,07 —3,12+0,05 0,189 
E 50 Acidez total (g/L) 7,28+0,07 7,10+0,11 0,197 
5 O 40 Acidez volatil (g/L) 0,23+0,03 0,27+0,02 0,258 
3 30 Densidad (g/L) 991+0,00 995+0,00 0,143 
4 20 Az. reductores (g/L) 1,14+0,08 6,46+3,91 0,211 
& 10 Acido malico (g/L) 1,34+0,14 1,31+0,16 0,898 
0 Acido léctico (g/L) 0,06+0,00 = 0,10+0,01 0,084 
0 9 10° 15. 20. 25 Glicerol (g/L) 6,10+0,20 —5,65+0,37 0,315 


Tiempo (dîas) “p, valores obtenidos con ANOVA para el efecto de la 


inoculacién con levaduras. Los datos corresponden a la media 


Figura 1. Evoluciòn de las fermentaciones de mosto macabeo 
desfangado (<100 NTU) inoculado con distintas levaduras 
exclusivamente en el encubado. A: Evoluciòn de la densidad. B: 
Evolucion del porcentaje de imposicion de cada levadura 
inoculada marcada genéticamente con  resistencia a 
cicloheximida (CYHR). Simbolos: Sin inocular (-*—), EX85R 
(no-killer, —am—), E7ARI1 (killer K2, —#—), EX1180-2K- (no- 
killer, —& —) y EX1180-11CA4 (killer Kbarr-1, —a—). 
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+ error estàndar de 5 experimentos independientes de 
Saccharomyces y 5 de Torulaspora. FT, fermentaciòn 
tumultuosa. FF, final de fermentacién. T15, tiempo requerido 
para consumir el 15% del azicar inicial del mosto. T100 
tiempo requerido para consumir todos los aziicares del mosto 
hasta niveles no fluctuantes o inferiores a 2 g/L. 


La concentracién de ésteres etilicos, ésteres de acetato, furanos, fenoles volàtiles y 
àcidos orgànicos fue mayor en los vinos de S. cerevisiae (Fig. 3B), lo que explica su mayor 
intensidad aromatica y su caràcter més frutal. La mayor cantidad de proteinas (Fig.3A) también 
podria explicar su mayor espumabilidad, y su mayor cantidad de glicerol (Tabla 1) la menor 
estabilidad de la espuma (Fig. 2). La mayor cantidad de alcoholes en vinos de 7. delbrueckii 
(Fig. 3B) puede explicar su menor espumabilidad, y su mayor cantidad de polisacàridos (Fig. 
3A) puede explicar que la poca espuma que se forma sea més estable (Fig. 2). 


Figura 2. Parametros de espuma de los vinos bases AA, a 

elaborados con levaduras Saccharomyces y È iù Î 
Torulaspora killer, no-killer o mezclas de levaduras f 140 De 
Saccharomyces. HM, altura maxima de la espuma; 2120 

HS, altura de la espuma estabilizada; TS, tiempo de È DI 

mantenimiento de la espuma. En la parte superior % 60 

se muestra el nivel de significacion  (p) È 40 

correspondiente al andlisis de la varianza. ns, no È "i 

significativo. HM HS TS 
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Figura 3. Concentracion de polisacàridos (mg/L) y proteinas totales (mg/L) (A) y sumatorios de los distintos compuestos 
aromaticos agrupados por familias ( ésteres etilicos, ésteres de acetato, écidos orgànicos, alcoholes,  monoterpenos, 

furanos+fenoles volatiles, —lactonas, norisoprenoides, —compuestos carbonilicos y otros) en los vinos bases 
inoculados con Saccharomyces y Torulaspora (B). En la parte superior se muestra el nivel de significaciòn (p) correspondiente al 
andlisis de la varianza. ns, no significativo. 


En general se apreciò una correlacién positiva significativa de HM y HS con la cantidad 
de proteinas y de 31 compuestos aromàticos, fundamentalmente ésteres etilicos de C4-C1g; Y 
del TS con varios alcoholes (Fig.4). La mayoria de las correlaciones de HM o HS con distintos 
compuestos aromaticos fueron antagénicas con las correlaciones de TS con los mismos 
compuestos, parece que la mayoria de los compuestos que mejoraron HM o HS empeoran TS, 
y viceversa (Fig.4). La correlacién de HM y HS con la cantidad de polisacàridos fue negativa; al 
igual que la de TS con 35 compuestos aromàticos, fundamentalmente alcoholes y ésteres 
etilicos (Fig.4). 
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Figura 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los parametros de espuma (HM, HS y TS) de los vinos base y la 
concentraciòn de polisacàridos, proteinas y 42 compuestos aromàticos. Solo se muestran los resultados de las correlaciones que 
resultaron estadisticamente significativas. La correlaciòn (bilateral) se considerò significativa al nivel 0,01 6 0,05. 


4. Conclusiones 


Las levaduras 7. delbrueckii son una alternativa interesante para incrementar las notas 
especiadas y de crianza del cava, a la vez que puede mejorar la estabilidad de la espuma. Esto 
puede ser especialmente relevante en cavas con mucho envejecimiento y poca intensidad 
frutal que suelen generar poca espuma. 


5. Bibliografia 


1. Brissonnet, F., and A. Maujean. 1993. Characterization of foaming proteins in a champagne 
base wine. American Journal of Enology and Viticulture 44:297-301. 

2. Gallart, M., E. Lépez-Tamames, G. Suberbiola, and S. Buxaderas. 2002. Influence of fatty 
acids on wine foaming. Journal of Agricultural and Food Chemistry 50:7042-7045. 

3. Gonzdlez-Royo, E., O. Pascual, N. Kontoudakis, M. Esteruelas, B. Esteve-Zarzoso, A. Mas, J. 
M. Canals, and F. Zamora. 2014. Oenological consequences of sequential inoculation with non- 
Saccharomyces yeasts (Torulaspora delbrueckii or Metschnikowia pulcherrima) and 
Saccharomyces cerevisiae in base wine for sparkling wine production. European Food Research 
and Technology:1-14. 

4. Vanrell, G., R. Canals, M. Esteruelas, F. Fort, J. M. Canals, and F. Zamora. 2007. Influence of 
the use of bentonite as a riddling agent on foam quality and protein fraction of sparkling wines 
(Cava). Food Chemistry 104:148-155. 


6. Agradecimientos 


Proyectos GR10088 (Junta de Extremadura) y AGL2011-25711 (Ministerio de Ciencia e 
Innovacibn). Rocio Velazquez, becaria de la Junta de Extremadura. Andlisis de aromas: Servicio 
de Angdlisis Elemental y Molecular, UEx. 


181 


M21 - OPTIMIZACION MULTIRRESPUESTA DE LAS 
CONDICIONES DE MICROENCAPSULACIÒON DE O. oeni EN 
SOPORTES DE SÎLICE-ALGINATO 


Guillermo Simé!, Josefina Vila-Crespo?, Encarnacién FernAndez-Fernéndez?, José M. 
Rodriguez-Nogales! 

Universidad de Valladolid, Dpto. Ing. Agricola y Forestal, Avda. Madrid 57, 34004 
Palencia, Espafia. E-mail: rrposem@iaf.uva.es 

2 Universidad de Valladolid, Area de Microbiologia, Avda. Madrid 57, 34004 Palencia, 
Espafia. 

Correo electrénico: rjosem@iaf.uva.es 


RESUMEN: 


EI objetivo de este estudio fue realizar una optimizacién multirrespuesta de las condiciones 
de inmovilizacién de Oenococcus oeni en geles mixtos de silice-alginato atendiendo a la 
concentracibn de nanoparticulas de silice (0,00-1,23 M) y silicato de sodio (0,00-0,08 M) y al 
pH de la mezcla (4,0-6,3), trabajando con una concentracién de alginato de sodio del 2%. 
Para ello se evaluaron tres respuestas diferentes: (i) degradacién de acido mélico durante el 
desarrollo de la fermentacién malolactica, (ii) resistencia mecanica de la matriz de alginato- 
silice y (iii) capacidad de la matriz para retener las bacterias licticas inmovilizadas. 


Palabras clave: Oenococcus oeni, encapsulacién, acido malico, silicato, LUDOX, alginato. 


1. Introducciòn 


La fermentacibn malolàctica (FML) es un proceso dificil de controlar puesto que el vino 
supone un ambiente poco favorable para el desarrollo de las bacterias làcticas (BAL), 
organismos responsables de Ilevarla a cabo. Esta dificultad se acentùa por el cambio climatico, 
que està dando lugar a vinos con mayor contenido de azùcar y por tanto grados alcohélicos 
màs elevados [1]. Siendo Oenococcus oeni la principal bacteria responsable de la FML, 
resultaria interesante mejorar las condiciones para su adaptacién a este ambiente estresante, 
para mejorar asi el proceso de la FML. Una metodologia que permite FML méàs répidas y fiables 
es la encapsulacibòn de bacterias [2], que consiste en el confinamiento fisico o localizacién de 
las células intactas en una determinada regiòn del espacio con la preservacién de su actividad 
metabélica [3]. Esto permite separar asî la fase de crecimiento microbiano de la etapa de 
transformacién del àcido mélico; pudiéndose de este modo inocular al vino altas densidades 
celulares de BAL, incrementando las probabilidades de una FML ràpida y completa [4]. 

Palabras clave: Oenococcus oeni, encapsulaciòn, acido malico, silicato, LUDOX, alginato. 


La técnica de encapsulacién presenta ademés otra serie de ventajas como son: (i) 
incremento de la tolerancia de los microorganismos al estrés ambiental; (ii) seleccién de los 
organismos id6neos para el desarrollo de la FML en cada caso; (iii) reutilizacién de la biomasa 
inmovilizada y posibilidad de aplicar procesos continuos; (iv) disminucién de los costes de 
recuperacién y reciclado [3,5] y la posibilidad de iniciar o detener la FML en un instante 
determinado sin que ello acarree aspectos negativos en el vino [2]. 
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EI soporte màs empleado para la inmovilizaciébn de células es el basado en el àcido 
alginico. Se trata de un polisacàrido obtenido a partir de algas marinas, que gelifica en 
presencia de cationes multivalentes como el calcio [6]. Ademéàs presenta la ventaja de que es 
un gel facil de preparar, econémico y las condiciones de inmovilizacién son suaves [1]. Pese a 
que recientemente se ha estudiado la posibilidad de inmovilizar bacterias làcticas como O. 
oeni en una matriz de alginato [7, 8], las propiedades mecànicas poco consistentes de este 
biopolimero hacen muy atractiva la bUsqueda de alternativas que mejoren la resistencia de las 
esferas de gel formadas para mejorar asi su aplicabilidad comercial. Una alternativa para 
solucionar esta problematica es la elaboracién de geles de inmovilizaciébn con biocomposites 
de alginato-silice, ya que el componente inorgànico permite incrementar la dureza del gel [9]. 


2. Materiales ymétodos 


Se realizé una microencapsulacién de O. oeni (LALVIN VP 41 MBR, Lallemand) en geles 
mixtos de alginato-silice, siguiendo el método propuesto por Trivedi et al. [10] con 
modificaciones. Se empleò alginato de sodio (Panreac) al 2%; y diferentes concentraciones de 
silicato coloidal (Ludox HS40, Sigma) y silicato de sodio (Sigma) como componentes 
inorgànicos. Se ensayaron diferentes rangos de pH durante la inmovilizacién (ver Tabla 1). 


Tabla 1. Factores y respuestas del diseo experimental. 


La FML se 
realizé en tubos falcon 
a 222 C empleàndose = 
0,03 g gel/ml de vino 
(= 107 UFC/ml de 
vino). La medida de la 
degradacibn de éàcido 
mdlico se efectuò a las 
48 horas de la puesta 
en contacto de las BAL 
con el vino, 
realizandose mediante 
kit enzimàtico (TDI, 
Espafia) por 
espectrofotometria 
(Spectronic. Unicam, 
modelo 4001/4, Reino * Se le atribuyò el 100 % a la muestra que presentò una mayor tasa de 


degradacion. 
** Se le atribuyo el 100 % al control (solo alginato). 


La resistencia mecànica de las perlas se efectuò, tras 48 horas en agitacién a 165 rpm 
en CaCl2 0,2 M, siguiendo el procedimiento descrito por Serp et al. [11] consistente en un 
ensayo TPA (Texture Profile Analysis) de doble compresién. Se utilizé un texturémeto Texture 
Analyser Plus-Upgrade (Stable Microsystems, Reino Unido). La capacidad de la matriz para 
retener las BAL inmovilizadas se efectuò mediante recuento de la poblaciòn de bacterias en el 
vino tras 24 h, siguiendo el método descrito por Gamazo et al. [12]. Las condiciones 
exprimentales se establecieron mediante un disefio experimental de tipo Box-Behnken de tres 
factores (silicato de sodio, silicato coloidal y pH) con tres puntos centrales empleando el 
paquete estadistico Statgraphics CenturionXVI.II. A partir de éste, se realizé una optimizaciòn 
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de las variables “Degradacién de acido mélico”, “Resistencia mecànica” y “Capacidad de 
retencién de las BAL por la matriz”. 


3. Resultados 


Los resultados de los experimentos ensayados son los que se muestran en la tabla 1.El 
objetivo final de este estudio fue disefiar un soporte de inmovilizacién de BAL atendiendo a 
estos criterios: (i) incrementar la resistencia mecanica del soporte, (ii) maximizar la 
degradacibn del àcido mglico, y (iii) minim izar la liberacibn de BAL inmovilizadas al vino. 


Resistancia mocanica 
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Figura 1. Grafico de superficie de respuesta para Figura 2. Grafico de superficie de respuesta para la 
la degradacion de acido malico. resistencia mecanica. 


En la figura 1 se recoge la : 
superficie de respuesta para da Ut = 
degradacibn de dàcido mdlico, que . è ‘ 
mostraron una influencia = 
estadisticamente significativa (a=0,05) y 
positiva del pH y del silicato coloidal. En 
la figura 2 se muestran los resultados 
para la resistencia mecanica, donde Figura 3. Valores éptimos teòricos de cada factor obtenidos 
tanto el silicato de sodio como el silicato mediante una optimizacion multirrespuesta atendiendo a 

la importancia relativa de cada factor. 

coloidal mostraron una  influencia 

estadisticamente significativa (a=0,05) y positiva. Puesto que todas las muestras presentaron 
una retencién adecuada de BAL, esta Ultima respuesta no fue incluida en la optimizaciòn 
multirrespuesta. En la figura 3 puede observarse como en funcién del peso que se le atribuya a 
cada una de las dos respuestas analizadas, los valores éptimos varian. En este caso se han 
establecido como éptimas las condiciones de inmovilizacién: 1,23M y 0,06 M para los silicatos 
coloidal y de sodio y 6,29 para el pH; que proporcionan los valores 84,23 % para la degradaciòn 
de acido mdlico y 87,54 g para la resistencia mecànica. 


4. Conclusiones 


La aplicacién de derivados de silice durante el proceso de inmovilizacibn mejorò 
significativamente la resistencia mecànica del soporte, siendo més elevada cuanto mayor fue 
la concentracién de silicato de sodio y silicato coloidal, esto pudo deberse a la dispersiòn de las 
nanoparticulas de silice en la matriz de alginato y a la formacién de puentes de hidrégeno 
entre las particulas de silicatos y la superficie del alginato [13]. 


También se observò significancia estadistica del pH en la capacidad de degradaciòn de 
acido malico, obteniéndose la màxima degradacién con los valores de pH ensayados més 
elevados, posiblemente debido a que pH préximos a la neutralidad reducen el esfuerzo que 
deben hacer las BAL para tamponar su pH intracelular [14]. La capacidad de degradaciòén de 
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acido mélico también aumentò significativamente con la adicién de silicato coloidal, lo que 
parece ir en consonancia con lo descrito por Perullini [15], que estableciò que la sustitucién 
parcial de silicato coloidal por silicato de sodio reduce el estrés ambiental que sufren las 
bacterias ya que disminuye la citotoxicidad de los iones de sodio. 
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RESUMEN: 


Es bien conocido que la plata tiene propiedades antimicrobianas muy potentes. 
Actualmente, la nanoplata es el manomaterial màs  utilizado, representando 
aproximadamente la cuarta parte de todos los nanomateriales comercializados en el 
mercado. El presente trabajo tiene por objetivo explorar la potencial utilizacién de nuevas 
nanoparticulas de plata como agentes antimicrobianos en enologia, como una alternativa al 
empleo de los sulfitos. En primer lugar, se ha Ilevado a cabo la sintesis y caracterizacién de 
dos materiales de plata: PEG-Ag NPs 1, nanoparticulas sélidas soportadas sobre 
polietilenglicol, y GSH-Ag NPSs 2, nanoparticulas en solucién soportadas sobre glutatién. A 
continuaciòn, se ha evaluado su actividad antimicrobiana frente a un total de 11 especies, 
que incluyen bacterias làcticas y bacterias acéticas. Se han establecido los paràmetros de 
inhibicién bacteriana, comprobàndose que los nanomateriales con recubrimientos a base 
de ambos polimeros solubles (polietilenglicol y glutatién), son capaces de inhibir el 
crecimiento de ambos tipos de bacterias, y en concreto, el efecto inhibidor sobre las 
bacterias acéticas, fue superior al del metabisulfito potàsico. También se ha estudiado el 
mecanismo de accién antimicrobiano de las nanoparticulas de plata, en el que parece que 
estàn implicados cambios en la membrana plasmatica de la célula bacteriana con pérdida de 
la viabilidad celular y de las funciones vitales de la célula. 


Palabras clave: Nanoparticulas de plata biocompatibles, actividad antimicrobiana, bacterias 
lacticas, bacterias acéticas, alternativas al SO2 


1. Introducciòn 


EI anhidrido sulfuroso o diéxido de azufre (S02) presenta multiples propiedades como 
conservante en la elaboracién de los vinos, entre las que se pueden destacar los efectos 
antioxidante y antimicrobiano, éste Ultimo selectivo especialmente frente a bacterias làcticas 
(BAL). Por ello, hoy en dîfa constituye un tratamiento indispensable en la tecnologia de 
elaboracién y conservacién de los vinos. Sin embargo, el empleo de este aditivo està 
estrictamente regulado debido a que a dosis elevadas puede dar lugar a modificaciones 
organolépticas en el producto final, y fundamentalmente al potencial riesgo para la salud 
humana. Esto, ha promovido la investigacibn de nuevas alternativas en enologia que puedan 
sustituir o complementar la accién del SO2 [1]. 

EI efecto antimicrobiano de la plata frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se 
conoce desde la antiguedad, pero ha sido recientemente cuando se ha promovido el empleo 
de nanoparticulas de plata (NP Ags) como agentes antimicrobianos en diferentes areas, y en la 
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actualidad se considera que las NP Ag son el nanomaterial més utilizado en los productos de 
consumo, representando alrededor de una cuarta parte de todos los nanomateriales 
comercializados. A pesar del gran interés en las aplicaciones de estos nanomateriales en el 
campo de la enologia, los estudios que han investigado el uso de NP Ag como agente 
antimicrobiano durante la vinificacibn son muy escasos [2,3], y no hay informacién disponible 
sobre el efecto de estas NP Ags sobre el crecimiento de diversos microorganismos del vino y su 
modo de accién. Es por ello, que el objetivo del presente trabajo es explorar la potencial 
utilizacién de nuevas NP Ags como agentes antimicrobianos en enologia, especificamente para 
el control del crecimiento de las especies de bacterias làcticas y acéticas representativas del 
vino. 


2. Material y métodos 
2.1. Sintesis y caracterizaciòn de nanoparticulas de plata 


La sintesis de nanoparticulas de plata estabilizadas con polietilenglicol (PEG-Ag NPs 1) se Ilevò 
a cabo mediante un proceso “in situ” del precursor de plata(1) [Ag(C6F5)] por reacciòn de 
NBu4[Ag(C6F5)2] y AgCIO4 en relacibn molar 1:1 y empleando Et20 como disolvente. La 
evaporaciòn del disolvente a sequedad Ileva la generacién de PEG-Ag NPs 1 como un sélido 
negro. PEG-Ag NPs 1 tiene un contenido final de plata de 200 mg/g. Para la sintesis de 
nanoparticulas de plata estabilizadas con glutatién (GSH-Ag NPs 2), se eligié un método clàsico 
basado en la reduccién de una disolucién acuosa de tetrafluoroborato de plata (AgBF4) de 
concentracién 1.9x10-3 M con el agente reductor NaBH4 y posterior estabilizaciébn con 
glutatibn en su forma reducida, lo que dié lugar a la formacién de una disolucién coloidal 
amarilla de nanoparticulas de plata muy estable en el tiempo, lo que las hace indicadas para su 
estudio en disolucién. GSH-Ag NPs 2 tiene un contenido de plata de 0,197 mg/mL. 

Estas muestras se han caracterizado mediante Plasma ICP y microscopia de transmisién 
electrénica (TEM). La técnica Plasma ICP ha permitido obtener el porcentaje en peso de plata 
en las muestras y compararlo con el teérico. Los espectros de absorcién de las soluciones que 
contienen las NPs Ag (PEG-Ag NP 1 y GSH-Ag NP 2) se registraron en un espectrofotòmetro de 
diodos UV-Visible Hewlett Packard 8453. Se recogieron las imàgenes de Microscopia 
Electrénica de Transmisién (TEM) en un microscopio JEOLJEM 1011 yJEOLJEM 2100. 


2.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo 


Las BAL seleccionadas para este estudio (Pediococcus pentosaceus (n=4), Lactobacillus casei 
(n=3), L. plantarum (n=1) y Oenococcus oeni (n=3) pertenecen a la Coleccibn de BAL del 
Instituto de Investigaciébn en Ciencias de la Alimentacién (CIAL), y han sido previamente 
aisladas de mostos y vinos. Las bacterias acéticas del estudio (Acetobacter aceti CECT-298 y 
Gluconobacter oxydans CECT-360) pertenecen a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). 
Los medios de cultivo empleados fueron el medio MRS para las cepas BAL no O. oeni, el medio 
MRS malico-fructosa para las cepas de O. oeni, y el medio YG para las bacterias acéticas. 


2.3. Actividad antimicrobiana 


La actividad antimicrobiana de los materiales frente a las distintas bacterias se ha evaluado 
siguiendo la metodologia de Garcia-Ruiz et al., [4, 5] como: a) inhibicibn del crecimiento 
bacteriano a través del parametro IC50 (concentracién que inhibe el crecimiento bacteriano al 
50%), y b) inactivacién bacteriana a través del parametro de supervivencia MBC (concentraciòn 
minima bactericida; concentraciòn màs baja que es capaz de inactivar al 99,9% de los 
microorganismos presentes en el inéculo inicial). Los estudios se han realizado en medios de 
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cultivo de laboratorio adicionados de etanol al 6%, con el objetivo de simular condiciones 
pròximas a las del vino. Ademés se ha evaluado la actividad antimicrobiana del metabisulfito 
potasico (502) frente a las mismas bacterias, para poder establecer una comparativa de la 
eficacia de los materiales de plata como alternativa al empleo de este agente antimicrobiano 
en enologia. 


2.4. Microscopia de fluorescencia 


Se empleò un microscopio de epifluorescencia Leica DM2500 (Leica, Heerbrugg, Switzerland). 
El kit LIVE/DEAD BacLight de viabilidad bacteriana L7012 (Invitrogen, Oregon, EEUU) se utilizò 
para los ensayos de integridad de membrana por tincién selectiva del acido nucleico. 


3. Resultados 


Se ha abordado la sintesis de nanomateriales basados en nanoparticulas de plata y 
estabilizados por agentes quimicos (polimeros o moléculas) que fueran biocompatibles. Asî, se 
eligieron el polimero polietilenglicol y la molécula glutatiébn como agentes estabilizantes de las 
nanoparticulas. Posteriormente estas muestras se han caracterizado mediante Plasma ICP y 
microscopia de transmisién electrénica (TEM). En las muestras de PEG-Ag NPs 1, la poblacibn 
principal consta de Ag NPs con un diametro medio de entre 3 y 5 nm como se observa en las 
micrografias TEM (Figura 1A-1B). Por otro lado, las micrografias TEM de las muestras de GSH- 
Ag NPs 2 mostraron una amplia gama de diametros entre 10 y 50 nm (Figura 1C-1D). 


Figura 1. Imàgenes de microscopia de transmisibn electrénica de las nanoparticulas PEG-Ag NPs 1 (A-B) 
y GLU-Ag NPs 2 (C-D). Barras de escala de 20 (A), 50 nm (B), 100 (C) y 50 (D). 


A continuacién se evalué la actividad antimicrobiana de PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2 
frente a las principales especies de bacterias làcticas y acéticas presentes en el vino mediante 
la determinaciòn del parametro IC50 (Tabla 1). Con el fin de facilitar la comparacién entre las 
nanoparticulas, la concentracién se expresa en g de Ag por ml. Los valores de IC50 para las 
bacterias làcticas oscilaron entre 86 mg Ag/ml (P. pentosaceus CIAL-49) y 470 g de Ag/ml (P. 
pentosaceus CIAL-85) para la nanoparticula PEG-Ag NP 1, mientras que para GSH-Ag NP 2, los 
valores de IC50 oscilaron entre 1.2 ug Ag/ml (O. oeni CIAL-118) y 70 g de Ag/ml (P. 
pentosaceus CIAL-49). Para todas las cepas de LAB, la susceptibilidad bacteriana fue mayor 
(menores valores de IC50) frente a GSH-Ag NP 2 que a PEG-Ag NP 1, destacando la alta 
susceptibilidad de las cepas de O. oeni a GSH-Ag NP 2 (IC50 © 1 g / ml) (Tabla 1). Sin embargo, 
en los ensayos relativos a las cepas de bacterias acéticas, éstas mostraron una susceptibilidad 
similar a ambas nanoparticulas (PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2), con valores de IC50 de 
alrededor de 30 mg/ml (Tabla 1). Para las bacterias acéticas (A. aceti y G. oxydans), los 
materiales de plata estudiados (PEG-Ag NPs 1 y GSH-Ag NPs 2) mostraron un efecto inhibidor - 
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expresado como IC50- superior al del metabisulfito potàsico, si bien, en general, las bacterias 
lacticas, y especialmente la especie O. oeni, mostraron menor sensibilidad a los materiales de 
plata que al metabisulfito potàsico. Mediante microscopia de epifluorescencia, se ha 
confirmado la capacidad de los nanomateriales de plata de inhibir el crecimiento y la viabilidad 
celular de cepas de bacterias lacticas y acéticas del vino, y se ha corroborado la mayor 
sensibilidad de las bacterias acéticas a la exposicién de materiales de plata que de las bacterias 
lacticas, lo que puede explicarse por las diferencias en la estructura de la pared celular. 


Tabla 1. Actividad antimicrobiana (IC50, MBC) de los nanomaterials de plata y el metabisulfito potàsico 
frente a las cepas de bacterias làcticas y acéticas estudiadas 
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4. Conclusiones 


Estos resultados muestran la efectividad de los nanomateriales de  plata 
especificamente sintetizados para este estudio, para inhibir el crecimiento de las principales 
especies de bacterias làcticas y acéticas del vino, como una alternativa al empleo de sulfitos en 
enologia, aunque son necesarios més estudios para asegurar su aplicabilidad en bodega. 
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RESUMEN: 


Los precursores glicosidicos del aroma son compuestos inodoros que se encuentran de forma 
natural en las uvas y que representan un reservorio natural de moléculas odorantes en el vino. 
Durante la elaboracién del vino, se busca la liberacién de las correspondientes agliconas 
(volàtiles y odorantes), que se caracterizan por tener bajos umbrales de percepcién y 
propiedades sensoriales muy interesantes, caracteristicas de la variedad. En este trabajo, se ha 
evaluado la capacidad de 11 cepas de bacterias lcticas enolégicas (Lactobacillus plantarum) 
de liberar compuestos aromaticos varietales a partir de precursores glicésidos de la uva. Las 
cepas bacterianas se han aislado de vinos tintos y tipificado mediante el uso de técnicas 
moleculares (PFGE, RAPD y secuenciaciòn 16S rRNA) y de espectrometria de masas MALDI- 
TOF/TOF-MS, comprobandose ademas la no produccibn de aminas biégenas. Se ha 
comprobado la actividad glicosidasa de estas cepas mediante el empleo de un glicésido 
comercial n-octilglicésido, siendo dicha actividad de aproximadamente el 100% desde el 
mismo momento de inoculacién (tiempo 0) de las cepas bacterianas con el glicésido. La 
potencial eficacia tecnolégica de estas bacterias se ha confirmado sobre un extracto de 
precursores glicésidos obtenido a partir de uva blanca, demostràndose para la cepa L. 
plantarum CIAL-M28 valores de actividad glicosidasa superiores al 80% en tiempos muy 
cortos. 


Palabras clave: Lactobacillus plantarum, vino, fermentacién malolàctica, aroma, uva, 
compuestos volatiles varietales, precursores glicosilados, aromas frutales, terpenos 


1. Introducciòn 


En las uvas, los compuestos del aroma se encuentran fundamentalmente como 
glicésicos conjugados con azùcares, es decir, no estàn en forma libre y, por lo tanto, no son 
odorantes. Se estima que la concentracibn de estos precursores del aroma glicosilados es 
entre dos y ocho veces mayor que la de sus homélogos libres y, aunque su distribuciòn en la 
baya de uva puede cambiar durante la madurez, estàn presentes en mayor cantidad en la piel 
de las uvas. Durante la elaboracién del vino, se busca la liberacién de las correspondientes 
agliconas (volatiles y odorantes), que son compuestos muy relevantes para las caracteristicas 
de los vinos (i.e. monoterpenos, norisoprenoides, compuestos benzenoides, etc) ya que se 
caracterizan por tener bajos umbrales de percepciòn y propiedades sensoriales muy 
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interesantes, que confieren a los vinos aromas caracteristicos de la variedad de uva (i.e. 
aromas frutales). 

Las enzimas responsables de la hidrélisis enzimatica de los glicésidos son las 
glicosidasas. En el vino, las bacterias làcticas son responsables del proceso de fermentacién 
malolàctica, y aunque la principal especie implicada es Oenococcus oeni, en la actualidad 
existe un interés creciente en la selecciòn y caracterizacién de las propiedades metabélicas de 
cepas de la especie Lactobacillus plantarum. Actualmente, las glicosidasas comerciales méàs 
empleadas en enologia proceden del hongo Aspergillus niger. Estas glicosidasas comerciales se 
caracterizan por mostrar poca inhibicién en presencia de azuùcares (glucosa), pero manifiestan 
problemas derivados de actividades enzimàticas colaterales (antocianasas, polifenol-oxidasas). 

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el potencial de las bacterias làcticas del vino, 
y méàs concretamente de cepas de la especie L. plantarum, para hidrolizar precursores 
glicosidicos de la uva y liberar las correspondientes agliconas aroméaticas y con ello, la 
consiguiente mejora de la calidad sensorial del vino. 


2. Material y métodos 


Se han estudiado un total de 65 cepas de L. plantarum aisladas de 28 vinos, incluyendo 
vinos espafioles y procedentes del sur de Italia, durante la fermentacién malolàctica (FML) 
espontànea. Las cepas bacterianas pertenecen a la coleccién del Instituto de Investigacién en 
Ciencias de la Alimentaci6n (CIAL) y al Departamento de Agricultura y Ciencias de Alimentos de 
la Universidad de Molise, y se han tipificado mediante el uso de técnicas moleculares (PFGE, 
RAPD y secuenciaciòn 165 rRNA), y de espectrometria de masas, MALDI TOF/TOF-MS. 


EI primer panel de seleccién, se realizé en el medio sintético propuesto por Carreté et 
al. [1] (4 gL-1 de extracto de levadura, 2 gl-1 de glicerol, 6 gL-1 de écido D,L-mélico) en 
presencia de 14% (v/v) de etanol a pH 3,5 (medio SW) Las células cultivadas en fase 
exponencial en MRS durante 48 h a 28 °C, se lavaron con solucién fisiolégica y se 
resuspendieron en medio SW a la concentracién final de 108 CFU mL-1. El numero de células 
viables se midié en placas a diferentes tiempos (5, 10, 15 dfas) de incubacibn a 30 °C. Se 
seleccionaron 11 cepas que mostraron las mejores caracteristicas, que se evaluaron en un 
segundo panel de seleccién, para determinar su capacidad de crecer y Ilevar a cabo la FML en 
vinos. Los recuentos de células se controlaron a cuatro etapas diferentes durante la FML (0, 10, 
15, 20 dias) mediante la realizacibn de recuentos de placas en placas de agar MRS que se 
incubaron a 30 °C. La concentracién de acido L-mélico se determinò mediante un kit 
enzimàtico (Steroglass, Italia). Durante la incubacibn a 30 °C durante 15 dfas, se tomaron 
muestras a diferentes intervalos de tiempo y el numero de células viables se determinò en 
placas a partir de alicuotas del medio SW diluidas en medio agar MRS. 


La capacidad de hidrolizar precursores glicosidicos de estas cepas, se evaluò mediante 
el empleo de un glicésido comercial n-octilglicésido (5 ppm) y evaluacién de la aglicona 
correspondiente, 1-octanol, y un extracto de precursores glicésidos obtenido a partir de uva 
blanca siguiendo la metodologia descrita por Rodriguez-Bencomo et al. [2]. Los caldos de 
cultivo overnight de L. plantarum se inocularon con el extracto y se incubaron a 302 C. Para 
aislar las agliconas odorantes, se Ilevé a cabo una extraccién y concentracién empleando la 
técnica de microextraccién en fase sélida del espacio de cabeza (HS-SPME), y los compuestos 
odorantes se analizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas 
(GC-MS). A los resultados obtenidos se les aplicaron diferentes tratamientos estadisticos. 


La capacidad de producir aminas biégenas (histamina, metilamina, etilamina, tiramina, 
feniletilamina, putrescina y cadaverina) de las cepas de L. plantarum seleccionadas se 
determinò por RP-HPLC siguiendo el método descrito por Marcohal et al. [3] en experimentos 
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en medio de cultivo MRS conteniendo los aminoàcidos precursores correspondientes. Todas 
las determinaciones se realizaron al menos por duplicado. 


3. Resultados 


En una primera etapa, 65 aislados de L. plantarum se sometieron a un ensayo de 
cribado, primero para evaluar su resistencia usando un medio sintético similar al vino, vino 
sintético (SW), con un pH de 3.5 y un contenido de etanol de 14% (v/v). Posteriormente se 
seleccionaron las cepas més resistentes a estas condiciones, que se evaluaron en un ensayo 
comparativo de rendimiento en la fermentacibn malolàctica a escala de laboratorio 
(microvinificaciones) utilizando el mismo medio, el vino sintético, pero con diferente valor de 
pH y concentracién de etanol. Esto permitié seleccionar 11 cepas de L. plantarum que 
mostraron una buena capacidad de degradar el àcido L-mélico en poco tiempo (entre 5 y 20 
dias) (Figura 1), la prueba ms significativa se obtuvo en el vino sintético a pH 3.2 con un 
contenido en etanol de 13% (v/v). 


ac. Lamàlieo gi 


LOR 
Tiempo (dias) Tiempo'{dias) 


Figura 1. Degradaciòn del àcido mdlico por las cepas de L. plantarum estudiadas. a) vino sintético a pH 
3.2 y 13 % etanol (v/v), b) vino sintético a pH 3.5 y 13 % etanol (v/v) 


A continuacién se evaluò la actividad glicosidasa de estas cepas mediante el empleo de 
un glicésido comercial n-octilglicésido, evaluàndose la actividad mediante la liberacién de la 
aglicona correspondiente (1-octanol). Como se muestra en la tabla 1, todas las bacterias 
producen hidrélisis del glicosido comercial, siendo las cepas M17 y M28 las mayores 
productoras de 1-octanol. Posteriormente, la potencial eficacia tecnolégica de estas bacterias 
se ha confirmado sobre un extracto de precursores glicosidicos obtenido a partir de uva 
blanca. Los resultados obtenidos con el extracto glicosidico de uva, mostraron que, en general, 
todas las bacterias estudiadas eran capaces de hidrolizar los precursores glicosidicos, liberando 
diferentes familias de agliconas aromàticas, que incluian terpenos, derivados bencénicos y 
alcoholes. En general, la liberacibn de agliconas es dependiente de la cepa bacteriana, 
comprobàndose que L. plantarum CIAL-M28 es la mayor liberadora de terpenos como el 
linalol, relacionado con notas florales en los vinos, con valores de actividad glicosidasa 
superiores al 80% en tiempos muy cortos (resultados no mostrados). 


Finalmente, en las 11 cepas seleccionades de L. plantarum se evalué la capacidad para 
producir aminas biogénas mediante RP-HPLC, comprobàndose que ninguna de las cepas 
estudiadas producia las aminas histamina, metilamina, etilamina, tiramina, feniletilamina, 
putrescina y cadaverina, un aspecto fundamental en relacién a la seguridad y proteccién de la 
salud de los consumidores, con vistas a la produccién de un posible starter de bacterias làcticas 
para ser utilizado como iniciador de la fermentacion malolàctica. 
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Tabla 1. Media y SD del 1-octanol (areas absolutas) liberado por las diferentes cepas de L. plantarum 
tras la incubaci6n con el glucésido comercial (n-octilglicòsido) 


Cepas Mean SD 
control 0 0,00 
Al 1374998 182665 
GTI 1470788 223690 
M17 1829973 99960 
M25 1553906 18674 
M27 1008713,5 29482 
M28 1968063 2923 
M29 1251022,5 71640 
Pl 947318 78966 
PS 1291737 20423 
P6 1605336 39610 
TI 1260149,5 30652 


4. Conclusiones 


Los estudios de la caracterizacién tecnolégica han demostrado la capacidad de las once 
cepas de L. plantarum seleccionadas para adaptarse y desarrollarse en el vino a valores bajos 
de pH; asi como su alta tolerancia al etanol. Los estudios del metabolismo han puesto de 
manifiesto la notable capacidad de algunas cepas de degradar el àcido L-mélico de una manera 
completa y en un tiempo muy corto. Otro aspecto importante destacado de este trabajo es 
que ninguna de las cepas estudiadas produce aminas biégenas. Los resultados de actividad 
glicosidasa mostraron que todas las cepas son capaces de hidrolizar glicòsicos precursores de 
aroma presentes en las uvas, liberando diferentes compuestos odorantes que se caracterizan 
por presentar notas aromàticas agradables y bajos umbrales de percepciòn. Esta actividad es 
especialmente relevante en la cepa L. plantarum CIAL-M28. En conjunto, los resultados 
obtenidos permiten disponer de una coleccién de cepas enolégicas con potencial como 
iniciadores malolàcticos y con propiedades que contribuyen a la mejora de la composiciòn y la 
calidad del vino, especificamente en lo referente a la liberacién de monoterpenos volatiles 
muy importantes para potenciar las caracteristicas sensoriales de los vinos. 
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RESUMEN: 


Se evaluò el efecto del Velcorin® (dicarbonato de dimetilo), adicionado sélo o en 
combinacién con anhîidrido sulfuroso (SO;), sobre la reducciòn de la concentracién de 
levaduras en distintos momentos de la fermentacién de un mosto Merseguera. Se 
realizaron ensayos para determinar la sensibilidad al producto de dos levaduras comerciales 
y de las levaduras autéctonas. Los tratamientos que se aplicaron fueron: 100 y 200 mg/L de 
Velcorin® y 200 mg/L de Velcorin + 50 mg/L SO;. El Velcorin® fue capaz de reducir los 
recuentos de levaduras entre 1,53 a 7,17 unidades logarîitmicas en funcién de la 
concentracibn usada y del tipo de levadura empleada. El tratamiento combinado de 
Velcorin® y SO, lograba las mayores reducciones en la viabilidad de las levaduras. En todos 
los casos la reduccién de levaduras viables era del 99% o superior. 


Palabras clave: Velcorin®, Merseguera, Fermentacién alcohélica, levaduras, Saccharomyces 
cerevisiae. 


1. Introducciòn 


Actualmente, la estabilidad microbiolégica de los vinos se logra principalmente 
mediante el uso de SO; o mediante procesos de filtracién, aunque la OIV admite también otros 
procedimientos de estabilizacién, como la adicién de àcido sérbico o de dimetil dicarbonato 
(DMDC). El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la capacidad del Velcorin® (preparaciòn 
comercial que contiene dimetil dicarbonato)! sélo o en combinacién con SO,, para disminuir el 
numero de levaduras viables y detener asi la fermentacibn de un mosto Merseguera. Las 
variables consideradas en este estudio han sido: a) la fase de fermentaciòn, b) las dosis de 
Velcorin® y SO; empleadas, y c) el tipo de levadura responsable la fermentaciòn. 


2. Material y métodos 


2.1 Mosto empleado 

Se emplearon 400 L de mosto blanco de la variedad Merseguera, desfangado con la 
ayuda de enzimas pectoliticos (10 mg/L) y del SO, afiadido a razén de 50 mg/L. Las 
caracteristicas fisico-quimicas de este mosto se muestran en la Tabla 1. Con este mosto se 
rellenaron 3 depésitos de 100 L, que se nombraron como Depòsito 1, Depésito 2 y Depòsito 3. 
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Brix Densidad Alcohol Acidez total pH SO; libre SO; total 
20/20 probable ° g/L mg/L mg/L 


19 1080 10.7 ° 2.6 3.42 5.12 5.12 


Tabla 1: Caracteristicas fisico-quimicas del mosto utilizado en las experiencias 


2.2 Inoculaciòn de las levaduras 

EI mosto del Depòsito 1 (utilizado como control) se dejé fermentar con su microbiota 
autbctona. Para acelerar el inicio de la fermentacibn alcohélica tras el desfangado, se inoculé 
con 200 mL de sus propias lias obtenidas en el desfangado. El Depésito 2 se inoculé con la 
levadura comercial ENARTIS FERM SB (S. cerevisiae bayanus SB) y el Depésito 3 con la levadura 
comercial ENARTIS FERM ES 401 (S. cerevisiae ES 401), a razén de 200 mg/L de levaduras seca 
activa en ambos casos. Las levaduras comerciales se hidrataron adicionando 20 g de cada 
levadura comercial a una mezcla de 140 ml del agua de bodega a 30 °C y 60 ml del mosto. Con 
este volumen de suspensién cada una de las levaduras se inoculò en los mostos de los 
Depòsitos 2 y 3. 


2.3 Adiciòn de Velcorin® en distintos momentos de la vinificacibn y estimaciòn de su efecto 
sobre la viabilidad de las levaduras 

Se dejaron fermentar los mostos de los tres depésitos y a las 4 horas, 7, 14, 21 y 30 
dias, de cada uno de ellos, se tomaron 9 volùmenes de 500 mL de mosto o vino en botellas 
estériles. A 3 de los 9 volùmenes se les afiadiéò Velcorin® para conseguir una concentraciòn de 
100 mg/L (40 pL), a otros 3 volùmenes se les afiadiò la cantidad suficiente para obtener una 
concentracién de 200 mg/L (80 puL), a los 3 volùmenes restantes no se les afiadiò nada 
(controles). En el caso de las muestras correspondientes a los 14 dias de fermentacién, ademés 
de los volùmenes ya descritos, se tomé un volumen més de 500 mL (por depòsito) al que se le 
afiadieron 200 mg/L de Velcorin® y 100 mg/L de metabisulfito potàsico para conseguir una 
dosis de 50 mg/L de SO;. La homogenizacién de estos productos se llevé a cabo por agitaciòn 
invirtiendo las botellas. Estas se incubaron a 20 °C durante 24 h. 


El efecto antiséptico del Velcorin® solo o en combinacién con SO; se evaluò tras 
dejarlos actuar 24 horas. Para ello se determiné la concentracién de levaduras viables tanto en 
las muestras tratados como en las no tratadas (controles). El recuento de levaduras se realizò 
por siembra de 100 uL de las diluciones seriadas adecuadas en medio YPD?. Las placas 
sembradas se incubaron a 28 °C durante 48 h, periodo tras el cual se procediò al recuento de 
las colonias crecidas. Los resultados se expresaron como n? unidades formadoras de colonia 
por mililitro (ufc/mL). 


2.4 Analisis fisicoquimicos: 

Se realizaron analisis fisico-quimicos del mosto inicial. Los paràmetros analizados 
fueron: anaàlisis de la Densidad 20/20 (densimetro Dujardin Salleron), andlisis de contenido en 
anhidrido sulfuroso mediante medicién de la variacibn del potencial redox con electrodo 
(Marca TDI), estimacién de alcohol probable por calculo a partir de la determinacién grados 
Brix mediante refractémetro (VWR), determinacién de la acidez total (expresada en g/L de 


195 


Acido tartàrico) mediante valoracién acido-base hasta neutralidad (pH=7)? y medicién de pH: 


mediante aparato medicién pH calibrado de 4-10. 


3. Resultados 


Los recuentos de levaduras viables en las muestras correspondientes a diferentes 
momentos de las fermentaciones (tratadas y no tratadas) llevadas a cabo por distintas 


levaduras se muestran en las Figuras 1, 2 y 3. 


Levaduras autéctonas 
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Figura 1: Recuentos de levaduras viables en muestras 
tomadas en distintos momentos de la fermentaciòn, 
tratadas y no tratadas. La fermentacién se ha realizado con 
levaduras autéctonas. *valores por debajo del limite de 
detecciòn. 


En el Depésito 1 en el que el mosto 
fermentò con las levaduras autéctonas 
(Figura 1), se observan reducciones en la 
concentraciébn de levaduras indigenas que 
van desde 2.8 hasta 6.5 unidades logariîtmicas 
(u.l.). En el Depésito 2, en el que se inoculò 
con S. bayanus SB (Figura 2), las reducciones 
oscilan entre 2.7 y 7.3 u.l., y en el Depésito 3, 
inoculado con S. cerevisiae ES 401, (Figura 3) 
entre 1.5 y 5.5 u.l. En todos los casos, estas 
reducciones suponen una mortalidad de 99.9 
% o superior. 
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S. cerevisiae bayanus SB 
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Figura 2: Recuentos de levaduras viables en muestras tomadas 
en distintos momentos de la fermentaciòn, tratadas y no 
tratadas. La fermentacién se ha realizado con S. cerevisiae 
bayanus SB *valores por debajo del limite de detecciòn. 


S. cerevisiae ES 401 
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Figura 3: Recuentos de levaduras viables en muestras 
tomadas en distintos momentos de la fermentaciòn, tratadas 
y no tratadas. La fermentaciòn se ha realizado con S. 
cerevisiae ES 401. 


La reduccién de la concentracién de levaduras viables tras los tratamientos parece 
estar relacionada con la concentracién inicial de levaduras presentes en los mostos; esta 
concentracién es del orden de 1 x 10° en el Depésito 1, de 2.5 x 10” en el Depésito 2 y de 4.5 x 
10° en el Depòsito 3. Segun los resultados obtenidos cuanto menor es la concentracién inicial 
de levadura, menor es el nùmero de levaduras viables tras los tratamientos. Ademàs cuanto 
mayor es la concentracibn Velcorin®, menor es el numero de levaduras supervivientes. El 
mejor tratamiento para eliminar las levaduras ha sido la combinacién de 200 mg/L de 
Velcorin® y 50 mg/L de SO.. De las Figuras 1-3 se puede deducir que las levaduras autéctonas y 
Saccharomyces cerevisiae bayanus SB fueron màs sensibles que S. cerevisiae ES 401 a los 
tratamientos aplicados. Ademés, en el caso de esta ultima levadura, parece que las células de 
levadura més viejas son més resistentes al Velcorin® que las células que estàn en fase de 
crecimiento temprano. Para que los tratamientos aplicados garanticen una parada completa y 
permanente de la fermentacién alcohélica, la concentracién de levaduras viables presentes en 
los mostos antes de ser tratados no debe ser superior a 10° ufc/mL. 


4. Conclusiones 


1. En todas las muestras el Velcorin® fue capaz de eliminar al menos 99.9% de las 
levaduras viables. 


2. El efecto del Velcorin® aumenta cuando se combina con SO.. 


3. La eficacia del tratamiento depende de la dosis empleada, del tipo de levadura y de la 
concentracién y fase de crecimiento de ésta. 
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RESUMEN: 


Brettanomyces bruxellensis es una levadura alterante cuya presencia conlleva el 
detrimento de las caracteristicas organolépticas del vino. La posibilidad de detectar estas 
levaduras en estadios tempranos del proceso de vinificacibon permite tomar medidas 
correctivas a tiempo, reduciendo la posibilidad de deterioro del vino. En el presente estudio 
se ha adaptado la metodologia de LAMP para detectar e identificar B. bruxellensis en vino 
de una forma ràpida, especifica y sencilla. Para ello se han utilizado 5 cebadores especificos 
de esta especie y muestras de mostos y vinos blancos y tintos. Los ensayos realizados 
confirman que esta metodologia es muy rapida, sensible y especifica, obteniéndose 
resultados en 1 hora. 


Palabras clave: Detecciòn, Identificaci6n, B. bruxellensis, Vino, LAMP 


1. Introducciòn 

Brettanomyces bruxellensis es responsable de cuantiosas pérdidas econémicas de la 
industria enolégica en todos los paîses productores del mundo. Esta levadura ha sido aislada 
de la piel de la uva y tierra del vifiedo, y en bodega, ademàs de en el vino, de las barricas de 
roble o incluso del aire [1]. La contaminacién se manifiesta normalmente al final de la 
fermentacién alcohélica o malolàctica y sobre todo durante el envejecimiento en barrica [2]. 
Desde un punto de vista organoléptico su desarrollo contribuye a la aparicibn en el vino de 
aromas particulares, casi siempre desagradables, definidos como sudor de caballo, establo, 
cuero, plastico quemado, barniz o solvente, capaces de enmascarar los aromas afrutados y 
florales del vino y como consecuencia de disminuir su calidad. Estos olores estàn relacionados, 
por lo menos en parte, con la formacibn de fenoles volàtiles como el 4-etil fenol y 4-etil 
guaiacol a partir de los àcidos hidroxicinàamicos de la uva [3]. 

Los métodos tradicionales para detectar e identificar estas levaduras se basan en el 
cultivo en placa. Esta técnica resulta tediosa (1-2 semanas) y conduce a resultados 
inconsistentes, ya que depende de la condicién fisiolégica de los microorganismos [6]. Como 
alternativa se han desarrollado diferentes técnicas moleculares (como qPCR y otras) que 
disminuyen el tiempo de identificacibn y aumentan la especificidad y la sensibilidad. Sin 
embargo, estas técnicas son muy costosas y complejas, y requieren de un equipo especial y 
personal cualificado, por lo que es dificil ponerlas en pràctica en la mayorfa de las bodegas. 

La amplificacién isotérmica de àcidos nucleicos (LAMP) es una técnica molecular que 
puede resultar aplicable a la industria enolégica. Esta técnica novedosa permite la 
amplificacibn de ADN en condiciones isotérmicas, con una elevada especificidad, eficiencia, 
rapidez y facilidad. Para Ilevar a cabo esta metodologia se utiliza una polimerasa con capacidad 
para desplazar la doble cadena de ADN y un conjunto de 4 a 6 cebadores que reconocen un 
total de 6 a 8 secuencias de la regién diana [4]. El seguimiento de la reaccién de LAMP puede 
ser realizado mediante turbidez, fluorimetria o electroforesis. La turbidez es consecuencia de 
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la precipitacién por la unién del magnesio presente en la mezcla de reaccién con los iones de 
pirofosfato que son liberados con la incorporacién de los ANTPs a la nueva cadena. Por tanto, 
es indicacibn de una reaccién positiva. El seguimiento por fluorimetria es Ilevado a cabo 
afiadiendo a la mezcla de reaccién fluoréforos como el SYBR Green | o el SYTO-9, que emiten 
florescencia cuando sometidos a luz UV. La electroforesis en gel de agarosa permite visualizar 
los productos de amplificacién obtenidos, en la cual se observan distintas bandas debido a la 
formacién de amplificados con distintos tamafios (aunque todos ellos son especificos). 
Mediante esta técnica se puede tanto detectar como cuantificar los microorganismos de 
interés. La detecciòn puede realizarse por observacién directa de turbidez, observacién de 
fluorescencia en el caso de que se afiada fluoréforos a la mezcla de reaccién, y por realizacién 
de una electroforesis. La cuantificaciébn puede ser llevada a cabo en turbidimetros que 
permiten hacer el seguimiento de la turbidez obtenida durante reaccibn de LAMP mediante 
lectura de absorbancia, obteniéndose curvas de absorbancia a lo largo del tiempo. Ello 
posibilita no sélo la deteccién sino la cuantificacibn de células. La medida de la intensidad de 
fluorescencia a tiempo real también permite cuantificar células mediante la obtencién de 
curvas de florescencia a lo largo de la reaccién, y puede ser llevada a cabo en los 
termocicladores de PCR a tiempo real. 

En el presente estudio nos hemos propuesto adaptar la metodologia de LAMP a la 
deteccién identificacibn rapida y sencilla de B. bruxellensis directamente en muestras de 
mostos y vinos blancos y tintos. 


2. Material y métodos 

Cepas utilizadas y preparacibn de las suspensiones celulares. La cepa de B. 
bruxellensis DSMZ 70726 se cultivé en medio de cultivo GPYA (40 g/L glucosa (Panreac), 5 g/L 
de peptona micolégica (Pronadisa) 5 g/L de extracto de levadura (Scharlab)), en mostos y vinos 
blancos y tintos comerciales previamente esterilizados por filtracibn. Los microorganismos se 
inocularon en todos los casos a una concentracién final de 2x10° células/mL y se cultivaron a 
28 °C hasta alcanzar una concentracién final aproximada de 1x10° células/mL. Para preparar 
las suspensiones celulares, se centrifugaron 500 uL de los cultivos en una centrifuga Prismr 
(Labnet International Inc.) a 12000 rpm durante 10 min. El sedimento se resuspendiò en 500 
uL de agua milliU (Milipore). En las muestras procedentes de vino se adicioné un lavado previo 
con tampén TEN 10% (Tris-HCI 0,1 M pH 7.5, EDTA 0,05 M, NaCl 0,8 M). 

Extraccibn de DNA. La extraccién de DNA de las suspensiones celulares se realizé con 

el kit de extracciòn Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO). 

LAMP. Se utilizaron 5 cebadores especificos de B. bruxellensis previamente descritos 

por [5]. La mezcla de reaccién (25 uL) contenîa 1,6 uyM de cada uno de los cebadores internos, 
0,2 uM de cada uno de los cebadores externos, 0,8 uM del cebadores bucle, 1,4 mM de cada 
dNTP, 1X tampòn de amplificacién (New England BioLabs), 8 mM MgcCl, (Invitrogen), 0,4 U/uL 
Bst polimerasa 2.0 (New England BioLabs) y 2,5 uL de DNA extraîdo. Para la amplificacién se 
usò un termociclador Mastercycle Personal 5332 (Eppendorf), el cual fue programado para 
mantener la muestra a 62 °C durante 1 h. Tras la amplificacibn se observé la 
presencia/ausencia de turbidez de las muestras. 
Para comprobar la amplificacion, se tomaron 10 uL de cada uno de los productos y se 
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v) SeaKem® LE agarosa (FMC) 
en TBE 0.5X a 80 V durante 2 horas. Se utilizé 1 Kb Plus (Invitrogen) como marcador de peso 
molecular. Las imagenes obtenidas fueron digitalizadas con el sistema de captacibòn de imagen 
GelPrinter Plus (TDI). 

Limite de detecciòn del método de LAMP en vino blanco y tinto. 

A partir de las soluciones celulares obtenidas en vino blanco y tinto (1x105 células/mL) 
se realizaron diluciones seriadas, utilizando la misma matriz de origen como diluyente (vino 
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blanco o vino tinto), con el fin de obtener concentraciones celulares desde 1x10° hasta 1x10% 
células/mL. A continuacién se extrajo el ADN y se aplicò la técnica de LAMP a todas las 
muestras con el fin de obtener el limite de detecciòn de la técnica. 


3. Resultados 

Comprobaciòén de la validez del método. Se evaluò la validez de la técnica de LAMP 
para detectar e identificar células de B. bruxellensis. Para ello se utilizaron muestras de medio 
de cultivo y de mosto y vino blancos y tintos inoculadas con B. bruxellensis. Una vez 
transcurrida la reaccién de LAMP, a partir de cada una de las matrices en estudio, se observò la 
presencia/ausencia de turbidez de las muestras amplificadas (Figura 1). Los resultados 
demostraron que la técnica de LAMP puede ser aplicada a partir de diferentes matrices, 
evitando eficazmente la presencia de inhibidores propios de mostos y vinos, tanto blancos 
como tintos. 1 2 3 4 5 B 


Figura 1- Evaluacién de la validez del método LAMP a partir de células de B. bruxellensis contenidas en diferentes 
matrices. Tubos 1, medio de cultivo GPYA; 2, mosto blanco; 3, mosto tinto; 4, vino blanco; 5, vino tinto; B, control 
negativo. 


Ademés, las reacciones de amplificacién fueron resueltas mediante electroforesis en gel de 
agarosa (Figura 2). El resultado obtenido fue equivalente al obtenido mediante la observaciòn 
de turbidez, ya que se observaron bandas en todas las muestras positivas y ausencia de 
amplificaciòn en el control negativo. 


Figura 2- Amplificaciones por LAMP a partir de diferentes matrices Pocillos 1, medio de cultivo; 2, mosto blanco; 3, 
mosto tinto; 4, vino blanco; 5, vino tinto; B, control negativo; M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus, 


Invitrogen). 


Limite de detecciòn del método en muestras de vinos blanco y tinto. Tras confirmar la 
aplicabilidad del método de LAMP en muestras de vinificaciones se evalué el limite de 
deteccién del mismo. Para ello se Ilevaron a cabo reacciones de LAMP afiadiendo a la mezcla 
de reaccién diferentes concentraciones (desde 1x10° hasta 1x10° células/mL) provenientes de 
vino blanco y vino tinto. Como ejemplo, en la figura 3 se pueden apreciar los resultados de 
LAMP obtenidos mediante la observacién de turbidez y de la electroforesis a partir de 
muestras de vino blanco. En ambos casos se observaron reacciones positivas para todas las 
concentraciones evaluadas. 


200 


1 23 007 BM 


Il 


Figura 3- Evaluaciòn del limite de deteccién del método de LAMP a partir de muestras de vino blanco con diferentes 
concentraciones de células. 1, 1x10° células/mL; 2, 1x107 células/mL; 3, 1x105 células/mL; 4, 1x10° células/mL; 5, 
1x10° células/mL; 6, 1x103 células/mL; 7, 1x10° células/mL, B, control negativo; M, marcador de peso molecular (1 
Kb Plus, Invitrogen). 
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Estos resultados constataron un rango de deteccién desde 1x10° hasta 1x10° células/mL en 
muestras de vino blanco y tinto, equivalentes a 1 hasta 1x10° células por tubo de reaccién. 


4. Conclusiones 

Los resultados obtenidos han demostrado que la técnica permite en 1 hora detectar e 
identificar células de B. bruxellensis en concentraciones desde 1 hasta 1x10° células/tubo, y 
que puede ser empleada directamente a partir de muestras de mostos y vinos, superando la 
presencia de los inhibidores caracteristicos de estos sustratos como el etanol y los polifenoles. 
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RESUMEN: 


La adicién de la lisozima, el anhidrido sulfuroso y la bajada de pH combinados o 
individualmente pueden ser estrategias para limitar el desarrollo de microorganismos en 
vinos, ya que inhiben o controlan su crecimiento. Las bacterias lActicas estàn presentes a lo 
largo de toda vinificacién y crianza, y las poblaciones màs altas se detectan tras la 
fermentacién alcohélica y durante la malolàctica. Las aminas biégenas pueden estar 
presentes de forma natural en el mosto, pero también pueden formarse por las bacterias 
lacticas como consecuencia de la descarboxilaciébn de los aminoàcidos presentes en el 
mosto o en el vino. Por ello es importante limitar el crecimiento de bacterias làcticas 
autéctonas posibles responsables de la produccién de aminas biégenas. 

Frecuentemente se encuentra que la generacién de aminas biégenas es màs importante en 
la fase de crianza en barrica, y que este incremento se puede limitar con el uso de bacterias 
seleccionadas y tratamientos que limiten el crecimiento y metabolismo bacteriano como la 
adicién de anhidrido sulfuroso o lisozima, y la bajada del pH. El objetivo de nuestro trabajo 
ha sido ver la influencia de la adicién de la lisozima, el anhfdrido sulfuroso y el descenso de 
pH del vino sobre el control de la microbiota làctica y la formacién de aminas biégenas en el 
periodo de crianza en barricas. 


Palabras clave: SO), lisozima, pH, aminas biégenas, bacterias lacticas, estabilidad 
microbiolégica del vino. 


1. Introducciòn 


EI empleo de la lisozima es interesante para vinificaciones tradicionales y para 
maceraciòn carbénica, especialmente en uvas de pH elevado donde el SO; no es muy efectivo. 
La lisozima se puede utilizar para retrasar la fermentacién malolàctica (FML) durante un 
periodo de tiempo, y su efectividad depende del nivel de la poblacién de bacterias làcticas 
(BL), el pH de los vinos, y el momento de la adiciòn. La aplicacién de la lisozima para limitar el 
desarrollo de las bacterias làcticas ha mostrado resultados variables [1, 2]. El SO; utilizado en 
vinificacién actùa como antioxidante e inhibiendo el crecimiento de bacterias. Finalmente, el 
descenso del valor de pH tiene un efecto directo sobre las poblaciones de microrganismos de 
los vinos, pero también indirecto al influir en otros paràmetros como el efecto del SO, o la 
lisozima. En el presente trabajo se ha estudiado la influencia de la adicién de la lisozima, el 
anhidrido sulfuroso y el descenso de pH del vino sobre el control de la microbiota làctica y la 
formaciòn de aminas biégenas en el periodo de crianza en barricas. 
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2. Material y métodos 


2.1. Esquema de trabajo 
Se estudié el efecto del recipiente (barrica nueva y barrica vieja), la inoculacién con 


cepas de O. oeni (previamente seleccionadas de la bodega en la vendimia anterior), la bajada 
del pH, y la adicién de sulfuroso y lisozima siguiendo el esquema de la Figura 1. 


g_* Î 2BN 2BN 2BN 2BN 


= Sin SO, 
= FMI. cspontanca NP 4 NP y 


FML sspontinca © Inocnlaciéa = = 250mgLlss 250meLiss 
sa les 24h ala 24h 


r—___ 17 y 


FAL espontanea © noovlacién 
ETECTO INOCULACION v NP 


FFML FFML 
eee—_—__—_r_— 250 meLhs = 250meLfs 


EFECTO LYS 


EFECTO SO, 


EFECTO pII ENSAYOS 
DUPLICADOS A pH 4.05 yv 3.72 


Figura 1. Esquema de trabajo utilizado en el presente ensayo. Momentos y concentraciones de las 
adiciones de sulfuroso y lisozima. Los ensayos se realizaron por duplicado a pH 4.05 y 3.72. 


2.2. Muestreo y cuantificacibn de aminas bibégenas 
Las BL se sembraron en MRS para Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc, y MLO 


para O. oeni. A ambos medios se les adicionaron 0.075 g/L de natamicina para inhibir 
crecimiento de levaduras. Las placas se incubaron a 28°C durante 7 dias hasta observar la 
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aparicién de colonias aisladas. Los tiempos de muestreo fueron: inicio, mitad y final de la FML. 
La cuantificaciébn de aminas biégenas se Ilev6 a cabo mediante HPLC [3]. 


3. Resultados 


En todos los ensayos realizados se Ilevé a cabo la FML. La concentracibn de histamina 
en barrica nueva con fermentaciòn espontànea, es un 27 % méàs baja que en la barrica vieja, sin 
embargo con la putrescina ocurre lo contrario, aumentando en barrica nueva un 9 % (tablas 1 
y 2). Con la inoculacién controlada en barrica nueva, se consiguiò disminuir la putrescina en un 
15 % y la histamina en un 42 % (Tabla 2). Los ensayos inoculados con cepas no productoras y 
con la adicibn de anhidrido sulfuroso fueron capaces de disminuir la concentracién de 
putrescina en un 76 % y la histamina en un 85 % (Tabla 3). Se observé un menor contenido de 
histamina y putrescina en los ensayos en los cuales se habian adicionado sulfuroso, lisozima y 
se habian inoculado con bacterias làcticas seleccionadas de la vendimia anterior (Tablas 4 y 5). 
La aplicacién de sulfuroso y lisozima consiguen disminuir la produccién de putrescina entre un 
47 y un 56 %, y si sumamos a éstos la inoculaciòn con cepas no productoras de aminas, 
conseguimos bajar hasta un 62 % dicha sintesis (Tablas 4 y 5). Cuando se uniò la adicién de SO; 
y lisozima a la acidificacibn de los vinos (Tabla 6), se observé un neto efecto sinérgico, 
facilitando la bajada de pH enormemente la actuacién de los agentes antimicrobianos. Este 
efecto de acidificacibn fue mayor para el SO; que para la lisozima. Las cantidades observadas 
de aminas biégenas en todos los casos anteriores se vieron correlacionadas con los niveles de 
BL viables que permanecian en los vinos tras los respectivos tratamientos (datos no 
mostrados). 


Bvj + SO, Bvj 
Tiempo Histamina Putrescina Histamina Putrescina 
FFML 2.4 2.5 0.9 1.8 
FFML + SO, 2.4 2.5 - - 
15 dias FFML 4.0 3.4 2.8 3.4 
1 mes FFML 3.8 3.8 5.2 4.8 


Tabla 1. Concentracién en mg/L de histamina y putrescina en barrica vieja (Bvj) con y sin sulfuroso a 
distintos tiempos de muestreo. 


Bnv Bnv + Inoc. 
Tiempo Histamina Putrescina Histamina Putrescina 
FFML 1.1 2.0 ND 1.6 
FFML + SO, 1.3 2.3 0.9 2.1 
15 dias FFML 2.3 3.0 1.4 3.1 
1 mes FFML 3.8 5.3 2.2 4.5 


Tabla 2. Concentracién en mg/L de histamina y putrescina en barrica nueva (Bnv) inoculada y sin inocular 
a distintos tiempos de muestreo. 


Bnv + SO, Bnv + SO, + Inoc. 
Tiempo Histamina Putrescina Histamina Putrescina 
FFML 0.8 2.2 ND 1.5 
15 dias FFML 3.6 4.9 ND 1.9 
1 mes FFML 5.4 9.6 0.7 2.4 
1 1/2 mes FFML 7.8 14.0 1.1 3.3 


Tabla 3. Concentracién en mg/L de histamina y putrescina en barrica nueva (Bnv) con 3 g/hL de sulfuroso, 
inoculada y sin inocular a distintos tiempos de muestreo. 
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Tiempo Histamina Putrescina Histamina Putrescina 


% FML 3.4 2.0 2.8 2.0 
FFML 5.9 2.2 74 2.1 
15 dias FFML 7.4 2.5 7.5 2.2 
1 mes FFML 6.6 2.8 6.7 2.3 


Tabla 4. Concentracién en mg/L de histamina y putrescina en dos barricas nuevas (Bnv) con adicién de 3 
g/hL de sulfuroso y 250 mg/L de lisozima a distintos tiempos de muestreo. 


Bnv + SO, + Lys+ Inoc.1 Bnv+SO,+Lys + Inoc. 2 


Tiempo Histamina Putrescina Histamina Putrescina 
% FML 1.0 1.7 ND 1.5 
FFML 6.5 1.8 0.7 1.6 
15 dias FFML 74 1.7 1.9 1.8 
1 mes FFML 7.9 2.0 5.4 2.0 


Tabla 5. Concentracién en mg/L de histamina y putrescina en dos barricas nuevas (Bnv) e inoculadas, con 
adicién de 3 g/hL de sulfuroso y 250 mg/L de lisozima a distintos tiempos de muestreo. 


pH 4.0 pH 3.7 + SO, pH 3.7 + Lys pH3.7+SO,+Lys 
Histamina 12.0 3.2 6.4 1.5 
Putrescina 12.5 5.5 7.1 4.5 


Tabla 6. Efecto de la acidificaciòn y adicién de SO), y lisozima en la sintesis de aminas biégenas. Datos de 
vinos finales tras crianza. 


4. Conclusiones 


La FML se realizé en todos los casos tanto barricas inoculadas como no inoculadas. 

La condiciòn de barrica nueva o vieja afecta en la concentracién de aminas. 

La acidificacién, y adicién de SO; y lisozima disminuyen la poblacién de bacterias 
làcticas de forma sensible. 

Las concentraciones de aminas biégenas son més bajas en los ensayos con 
acidificacién, adiciòn de lisozima, sulfuroso e inoculaciòn. 
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RESUMEN: 


Se ha Ilevado a cabo un programa de seleccién de cepas de Lactobacillus para su aplicaciòn 
en un proceso de acidificacién biolégica en vinos de pH elevado. Para ello, se ha realizado 
una seleccibn de cepas de diferentes especies utilizando diferentes criterios como la 
capacidad de crecer en mosto, de producir elevadas cantidades de écido làctico, de hacer 
descender el pH del mosto y de  realizar la fermentacién malolàctica. Ademàs se ha 
considerado la capacidad de resistir a los efectos de la lisozima y del anhîfdrido sulfuroso. En 
base a estos criterios se seleccionaron dos cepas de la especie Lactobacillus plantarum 
como las màs adecuadas para ser utilizadas como cultivos iniciadores para aumentar la 
acidez de los vinos. 


Palabras clave: Lactobacillus, vino, mosto, pH elevado, acido làctico 


1. Introducciòn 


En la actualidad se estàn observando las consecuencias del cambio climatico en la 
vitivinicultura. Una de ellas es el descenso en la acidez de los mostos, sobre todo en aquellas 
regiones de clima célido. Las altas temperaturas observadas durante la época de maduraciòn 
causan un desequilibrio entre la madurez fenélica e industrial de las uvas, generando cosechas 
con bajos valores de acidez total, baja concentracién de àacido méalico y alto contenido en 
azUucar. Los mostos con baja acidez y elevado pH, caracteristicos de este tipo de uvas, 
presentan alteraciones organolépticas ademàs de resultar altamente susceptibles a 
alteraciones microbianas. 

Para paliar este problema la técnica màs comunmente utilizada por los enélogos es la 
acidificacibn quimica que consiste en la adicién al mosto o al vino de fcidos orgànicos 
autorizados como el àcido méalico, el tartàrico o el làctico [1]. Otra posibilidad es la acidificacién 
fisica que emplea métodos tales como el intercambio catiénico [2] o la electrodialisis [3]. Estas 
estrategias presentan la desventaja de que estàn sujetas a una estricta legislacién. Como 
alternativa a los métodos fisico-quimicos està la acidificacibn biolégica, que presenta como 
ventajas respecto a las anteriores el que no està sometida a regulacién y que ademés resulta 
aplicable a la elaboracién de vinos ecolégicos, ya que no se basa en la utilizacibn de 
compuestos quimicos [4]. 

La seleccién de bacterias làcticas se enfoca principalmente hacia su uso para Ilevar a 
cabo la FML. La seleccién de estas cepas bacterianas para su inoculacién en vino esta 
esencialmente basada en criterios como la supervivencia de las cepas en vino y el consumo del 
acido mélico por las mismas. Sin embargo, para inducir acidificaciébn biolégica en vinos se 
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tienen que tener en cuenta otras propiedades, tales como la sintesis de àcido làctico a partir 
de los azùcares del mosto y la capacidad para hacer descender el pH del vino, ademés de la 
elevada resistencia a la lisozima y al anhidrido sulfuroso, criterios estos ùltimos también 
aplicados a las bacterias malolàcticas. 

Las bacterias del género Lactobacillus se aislan en diferentes etapas de la vinificacién. 
Estas bacterias sintetizan acido làctico a partir de los azucares del mosto mediante la 
fermentacién làctica, provocando un descenso del pH del vino [5]. Una ventaja que presentan 
las cepas del género Lactobacillus es que pueden Ilevar a cabo la FML con mayor efectividad 
que Oenococcus oeni en vinos de pH elevado [6]. De este modo, el aumento de pH generado 
como consecuencia de la FML puede ser rapidamente compensado por la produccién de écido 
laàctico mediante fermentaciòn làctica. Aunque la FML supone una pérdida de acidez y un 
pequefio aumento del pH, la mejora del gusto del vino que supone la transformaciòn del àcido 
médlico en làctico aconseja que ésta se Ileve a cabo. 

EI objetivo de este trabajo ha sido la seleccién de cepas del género Lactobacillus para 
llevar a cabo la acidificacién biolégica en vinos de pH elevado. Para ello se han utilizado 
criterios de seleccién de primer y segundo orden. 


2. Material y métodos 


2.1. Cepasutilizadas y medio de cultivo 

Se han utilizado 31 cepas del género Lactobacillus de la coleccién Enolab (Universitat de 
València). Estas cepas habian sido aisladas previamente de vinificaciones espontàneas y fueron 
identificadas como pertenecientes a las especies L. mali, L. paracasei, L. plantarum, L. 
pantheris, L. satsumensis y L. vini (Tabla 1). 

Los ensayos de acidificaciòn se Ilevaron a cabo en medio MC. Este se preparò diluyendo 
mosto concentrado de la variedad Airén con agua destilada en proporciòn 1:4 (v/v), y se 
suplementò con 0.3 g/L de Nutrient Vitend® (Lallemand). La composicién del medio MC fue: 
106 g/L de glucosa, 106 g/L de fructosa, 2.86 g/L de acido mélico, 0.4 g/L de écido citrico y 1.65 
g/L de acido tartàrico. Finalmente, se ajustò el pH a 3.5 y se esterilizé a 115°C durante 30 
minutos. 


Tabla 1. Cepas de Lactobacillus sometidas al programa de selecciòn 


ESPECIE CEPAS 
L. mali E4634, E4636, E4637, E4673 
L. pantheris E4635, E4638 


L. paracasei E4539, E4540, E4541, E4542 

an E4538, E4606, E4607, E4608, E4609, E4610, E4611, E4612, E4613, E4614, 
E4615, E4616, E4617, E4618, E4619, E4620, E4639, E4672, E4674 

L. satsumensis  E4555 


m 


. vini E4323 


2.2. Procedimiento utilizado para la seleccién de cepas 


2.1.1. Determinaciòn del crecimiento de las bacterias en medio MC 

Para Ilevar a cabo la selecciòn se realizaron cultivos de las cepas en microplacas de 96 
pocillos (Falcon""Microplates, BD). Las cepas se inocularon al 1% en 200 uL de medio MC 
distribuidos en los pocillos. El medio no inoculado se estableciò como control. Las microplacas 
se incubaron a 28°C durante 7 dias y los ensayos se Ilevaron a cabo por triplicado. El 
crecimiento de las cepas en medio MC se determinò mediante la medida de la D.O a 600nma 
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lo largo del tiempo. Las lecturas se realizaron en un equipo FLUOstar Optima Microplate 
Reader (BGM LABTECH, GmbH). A partir de los datos obtenidos se realizaron las curvas de 
crecimiento de las cepas y se calculò el parametro ABC de las mismas mediante el método de 
los trapezoides [7]. 


2.1.2. Determinaciòn de la actividad maloldctica y de la sintesis de acido ldctico de 
las cepas 
Para determinar las concentraciones de acido malico y àcido làctico en los cultivos a las 
48 horas, éstos fueron analizados por HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), siguiendo 
la metodologia descrita por Lucio et al., 2014 [7]. 


2.1.3. Determinaciòn de la acidificaciòn del medio 

Para evaluar la acidificaciébn del medio se cuantificé la diferencia entre el pH del medio 
control y el de los diferentes cultivos al final del ensayo. El pH se midié con un electrodo 
SLIMTRODE (Hamilton) acoplado a un pHmetro pH330i (WTW). 


2.1.4. Determinaciòn de la resistencia a la lisozima y al anhidrido sulfuroso 

Se realizaron ensayos equivalentes al descrito en el Apartado 2.1.1, utilizando el medio 
MC suplementado con 0.2 mg/mL de lisozima (Roche) o con 0.5 mg/mL de anhidrido sulfuroso 
(Agrovin). 


2.1.5. Selecci6n de cepas 

La seleccién de cepas se basò en criterios de primer orden y de segundo orden, a los cuales 
se les adjudicò una puntuacién numérica. Se consideraron criterios de primer orden el que las 
cepas exhibiesen un buen crecimiento en medio MC, el que realizaran la FML durante el 
periodo de crecimiento (48 primeras horas), el que disminuyeran el pH en el medio MC y el 
que dieran lugar a elevada produccién acido làctico por fermentacién làctica. Asi, se otorgé 10 
puntos por prueba a todas aquellas cepas que presentaron un valor del parametro Area Bajo la 
Curva (ABC) superior a 70 U.A. (unidades arbitrarias), a las que generaron un descenso de pH 
en el medio MC mayor a 0.35 unidades, a las que completaron la FML durante su periodo de 
crecimiento, y a las que sintetizaron una cantidad superior a 12 g/L de acido léctico a partir de 
los azùcares. Como criterios de segundo orden se consideraron la resistencia a la lisozima y al 
anhidrido sulfuroso. Sélo aquellas cepas que mostraron los mejores resultados para los 
criterios de primer orden fueron evaluadas en base a los criterios de segundo orden. Las cepas 
que mostraron un mayor valor de ABC en presencia de estos inhibidores fueron puntuadas con 
5 puntos. La selecciòn final se realizé tras el sumatorio de puntos obtenido para cada cepa. 


3. Resultados 


Los resultados obtenidos al evaluar el crecimiento en medio MC revelaron que 10 de las 31 
cepas de Lactobacillus sometidas al programa de seleccién presentaron valores de ABC 
superiores a 70 U.A., siendo éstas E4607, E4608, E4609, E4610, E4613, E4614, E4619, E4620, 
E4639, E4672, todas ellas pertenecientes a la especie L. plantarum. Estas cepas se puntuaron 
con 10 puntos en la seleccién final. 

La mayoria de cepas analizadas realizaron la FML durante la fase de crecimiento, con la 
excepciòn de las cepas E4323, E4539, E4541, E4636, E4637 y E4638. Todas las que la Ilevaron a 
cabo pertenecian a las especies L. plantarum y L. satsumensis y fueron puntuadas con 10 
puntos en la selecciòn final. Las cepas que fueron incapaces de realizarla pertenecian a las 
especies L. paracasei, L. mali y L. pantheris. 
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Las cepas E4607, E4608, E4610, E4613, E4615, E4618 y E4619, todas pertenecientes a la 
especie L. plantarum, produjeron cantidades superiores a 12 g/L de &cido làctico. Estas cepas 
se puntuaron con 10 puntos en la selecciòn final. 

Solo 6 cepas de las analizadas fueron capaces de disminuir el pH en 0.35 unidades o més, 
siendo estas E4606, E4607, E4608, E4609, E4617 y E4618, todas pertenecientes a la especie L. 
plantarum. Estas cepas se puntuaron con 10 puntos en la selecciòn final. 

En la mayoria de los casos no se observé correlaciòn entre la mayor sintesis de àcido 
làctico y la mayor disminucién del pH del medio. Esto pudo ser debido a la degradaciòn de 
otros àcidos existentes en el medio como el médlico y el citrico, que contribuyeron a aumentar 
el pH del mismo. 

Tras analizar la resistencia a la lisozima y al anhidrido sulfuroso de las cepas se observò 
que las que presentaban mayor resistencia a la primera fueron E4608, E4609, E4610, E4611 Y 
E4613 y las que presentaban mayor resistencia al SO; fueron E4607, E4609, E4610, E4617 y 
E4618, perteneciendo todas ellas a la especie L. plantarum. Estas cepas se puntuaron con 5 
puntos en la seleccién final. 

Las cepas con mayor puntuacién fueron E4607 y E4608, ambas con 45 puntos y ambas 
pertenecientes a la especie L. plantarum. 


4. Conclusiones 


Se han seleccionado las cepas E4607 y E4608 de L. plantarum como las màs adecuadas 
para Ilevar a cabo la acidificacién biolégica en vinos de pH elevado. Ambas cepas son capaces 
de crecer de manera rapida en mosto, de hacer descender el pH mediante la producciòn de 
acido làctico por fermentacién làctica y de realizar la FML durante el periodo de crecimiento. 
Ademàs, resultaron màs resistentes que otras cepas sometidas al programa de selecciòn a 
inhibidores de bacterias làcticas utilizados en vinificacibn como la lisozima y el anhîidrido 
sulfuroso. 
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RESUMEN: 


Brettanomyces bruxellensis es la principal levadura alterante del vino y otras bebidas 
alcohélicas. Por ello, es importante detectar a tiempo su presencia y concentracién en los 
procesos de elaboracién, para evitar la formacién de fenoles volàtiles que proporcionan 
olores desagradables y merman la calidad del vino. Los métodos tradicionales para la 
deteccién de esta levadura se basan en técnicas de cultivo en placa, las cuales son tediosas 
y conducen a resultados inconsistentes, ya que dependen de la condiciòn fisiolégica de los 
microorganismos. En este trabajo hemos optimizado el uso de técnicas ràpidas para la 
deteccién y cuantificacién de esta levadura en vino, con el fin de poder realizar un control 
rapido y eficiente de posibles alteraciones. 


Palabras clave: Brettanomyces bruxellensis, qPCR, FISH, citometria de flujo, vino. 


1. Introducciòn 


Brettanomyces bruxellensis es una levadura alterante aislada de vino y otras bebidas 
alcohélicas [1]. Se puede encontrar en bajas concentraciones en las uvas, en el equipamiento 
de bodega o en las barricas [2], pero puede aumentar su poblacién durante la crianza del vino 
[3]. EI desarrollo de la poblacién de esta levadura resulta peligroso, ya que es la principal 
responsable de la formacién de fenoles volàtiles como el 4-etilfenol y el 4-etilguayacol que 
proporcionan a los vinos un desagradable olor a cuadra. 

Los métodos tradicionales para la deteccién de B. bruxellensis en vinos se basan en el 
cultivo en placa, utilizando un medio selectivo que contiene cicloheximida e incubando 
durante 1 o 2 semanas [4]. Estas técnicas son tediosas y conducen a resultados inconsistentes, 
ya que dependen de la condicién fisiolégica de los microorganismos. Ademés, la capacidad de 
esta levadura de entrar en estado viable no cultivable puede generar una infracuantificaciòn 
de la poblacién de este microorganismo en el vino [5]. 

La detecciòn y cuantificacién rapida de esta levadura en los vinos resulta importante 
para los enélogos, ya que permite la aplicacibn inmediata de medidas correctivas y evita la 
alteracién y la pérdida de calidad de los vinos. Por ello, en este trabajo se han desarrollado 
métodos moleculares que no precisan del cultivo en placa y que permiten detectar, identificar 
y cuantificar B. bruxellensis directamente en vino. 


2. Material y métodos 
2.1. Microorganismos e inéculo. 

Se utilizò la cepa DMSZ 70726 de B. bruxellensis. Para la obtencién de inéculo se Ilevé a 
cabo un cultivo de la levadura en medio GPYA (40 g/L de glucosa (Panreac), 5 g/L de peptona 
micolégica (Pronadisa), 5 g/L de extracto de levadura (Scharlab)). 
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2.2. Cultivos de B. bruxellensis en vino blanco 

A partir del precultivo de la cepa DSMZ 70726, la levadura se inoculé al 1% en 200 mL 
de vino blanco previamente filtrado. Los cultivos se incubaron en agitacién a 28°C durante 11 
dias. La concentraciòn de levaduras fue monitorizada a lo largo del tiempo mediante recuento 
de totales al microscopio, recuento en placa, qPCR y FISH-FC (Fluorescence in situ hybridization 
acoplada a citometria de flujo). Para ello se extrajeron muestras del cultivo a lo largo del 
tiempo, por triplicado, y se analizaron mediante las distintas técnicas. 


2.3. FISH-FC 

Se Ilevé a cabo una hibridacién en liquido de las muestras de vino con la sonda 
especifica 26S-D.brux.5.1 [6] marcada con el fluoréforo 6-Fam. Para ello se siguiò el protocolo 
descrito por Xufre, 2006 [7]. Las muestras hibridadas se analizaron en un citémetro de flujo BD 
FACSVerse"", equipado con làser de 488 nm y detectores de side scatter (SSC) y forward scatter 
(FSC). 


2.4. qPCR 

Previamente a las amplificaciones se Ilevaron a cabo extracciones de DNA a partir de 
las muestras de vino usando el kit UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO). Para Ilevar 
a cabo la qPCR se utilizaron los cebadores DBRUXF y DBRUXR [8], siguiendo las mismas 
condiciones de amplificaciébn descritas por estos autores. Para la amplificacibn se usò un 
termociclador C100"" Thermal Cycler, CFX96"" RealTime System (BioRad) y los valores de cycle 
threshold (Ct) se calcularon mediante el software BioRadCFX Manager versiòn 2.1 (BioRad). 


2.5. Recuento en placa 

Para realizar el recuento de levaduras viables en placa, las diluciones adecuadas de las 
muestras de vino se sembraron en césped en placas de GPYA. Las placas se incubaron a 28°C 
durante 7 dîas para Ilevar a cabo el recuento de colonias aisladas. 


2.6. Recuento al microscopio 
Se realizé un recuento al microscopio en CAmara de Thoma de las muestras de vino 
para cuantificar la concentracién de levaduras totales en las mismas. 


2.7. Construccién de rectas patròn 

Para la construccién de rectas patrén se afiadieron al vino blanco concentraciones 
celulares conocidas de la levadura (desde 10° hasta 107 células/mL). Estas suspensiones 
celulares se analizaron por triplicado mediante qPCR y FISH. Con el fin de comprobar la validez 
y linealidad del método de cuantificacién, con los datos obtenidos se realizaron anglisis de 
regresién entre las concentraciones celulares determinadas por recuento al microscopio y por 
qPCR y FISH-CF, respectivamente. 


3. Resultados 


3.1. Comprobacién de la validez de cuantificacibn de B. bruxellensis en vino blanco de los 
métodos qPCR y FISH-FC 

Tras la construccibn de la recta patrén para la cuantificacién por qPCR se observé que 
los de Ct para las diferentes concentraciones de células oscilaban entre 15 y 30, obteniéndose 
una linealidad adecuada (R°=0.99) en la cuantificacién de concentraciones celulares entre 1 x 
10° y 1x 10° células/mL (Figura 1A). En la recta patrén construida para citometria de flujo se 
observé una linealidad adecuada (R° = 0.96) en la cuantificacién de concentraciones entre 1 x 
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10° y 1 x 10° células/mL (Figura 1B). Sin embargo, el limite de deteccién de esta levadura en 
vino blanco mediante citometria se establecié en 1 x 10° células/mL. 
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Figura 2. Rectas patròn obtenidas por analisis de regresiòn para determinar la validez de la cuantificaciòn de B. 
bruxellensis en vino mediante (A) qPCR y (B) FISH-FC. 


3.2. Efectividad de la monitorizaciòn del crecimiento de B. bruxellensis en vino mediante 
técnicas rapidas: qPCR y FISH-FC 


La monitorizacién del crecimiento de B. bruxellensis en vino mediante el recuento de la 
poblacién de la levadura a lo largo del tiempo resultò muy similar por todos los métodos. Estos 
resultados mostraron que la utilizaciébn de métodos ràpidos como la qPCR y la FISH-FC resulté 
tan fiable como la utilizaciébn de métodos tradicionales. 

Ademàs, estas técnicas presentan numerosas ventajas con respecto a las tradicionales. 
Mediante el recuento al microscopio no es posible la identificaciòn de la levadura, por tanto no 
es posible el recuento de B. bruxellensis en vinos que contienen otras especies. En cambio, 
tanto la qPCR como la FISH-FC resultan altamente especificas, ya que sélo se genera 
amplificacién o hibridacién con la especie diana, y por ello permiten la cuantificacién exclusiva 
de ésta. Otra ventaja afiadida es el limite de deteccién, ya que para la observacién al 
microscopio no es posible observar con facilidad concentraciones inferiores a 1 x 10° 
células/mL. En cambio, tanto mediante qPCR como mediante FISH-FC es posible detectar 1 x 
10° células/mL de esta levadura y cuantificar desde concentraciones de 1 x 10° hasta 1 x 105 
células/mL. Dado el volumen de muestra real empleado (en ocasiones 10 uL por reacciòn), al 
usar estas técnicas se Ilega pues a detectar realmente una sola célula. 

En comparacién con la cuantificacién en placa, se obtuvieron valores màs elevados 
mediante qPCR y FISH-FC. Esto pudo ser debido a que el crecimiento en placa de las levaduras 
depende del estado fisiolégico de las mismas, infraestimàndose con esta técnica la 
concentracién de las presentes en el vino. Ademés, este resultado aunque puede ser especifico 
afiadiendo cicloheximida al medio de cultivo, tarda en revelarse al menos una semana 
mientras que mediante qPCR y FISH-FC podemos obtener el resultado en el mismo dia. Por 
otro lado esta cicloheximida puede también inhibir parcialmente el crecimiento 
Brettanomyces. 
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Figura 3. Monitorizaciòn de la cinética de crecimiento de B. bruxellensis en vino blanco mediante 
recuento al microscopio, recuento en placa, qPCR y FISH-FC. 


4. Conclusiones 


Se han optimizado sistemas ràpidos de cuantificacién de la levadura alterante de vino 
B. bruxellensis (gPCR y FISH-FC) con importantes ventajas sobre los métodos tradicionales. 
Estos métodos aumentan la rapidez, estandarizacién, automatizacibn y precisién de la 
deteccién, identificacibn y cuantificacibn de B. bruxellensis en vino, siendo las estimaciones 
perfectamente comparables con los métodos tradicionales. 
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RESUMEN: 


La realizacién de la Fermentacién Malolàctica (FML) es importante para la calidad del vino, 
especialmente en vinos tintos. Existen varias estrategias para controlar la fermentacién de 
forma adecuada. Una de ellas consiste en la induccién de ésta con la inoculacién de 
bacterias lacticas seleccionadas, principalmente con cepas de Oenococcus oeni. En este 
trabajo se ha abordado el aislamiento, identificaciòn, tipificacién, caracterizacién y selecciòn 
de bacterias làcticas provenientes de vifiedos y bodega biodinàmicas, con la finalidad de 
disponer de un cultivo propio, formado por distintas cepas de O. oeni, las cuales han 
constituido el cultivo iniciador mixto empleado con éxito en la pasada vendimia. 


Palabras clave: Fermentaciòn Malolàctica. Oenococcus oeni. Selecciòn. Cultivo iniciador 
mixto biodinàmico. 


1. Introducciòn 


La agricultura biodinamica (bios, vida y dynamis, fuerza) utiliza de forma responsable 
los recursos naturales, sin emplear sustancias quimicas como fertilizantes, pesticidas o 
transgénicos. Estos procesos tienen su continuidad también en bodega, donde la elaboracién 
del vino se Ileva a cabo con procesos naturales. Una transformacién de gran relevancia es la 
fermentacién malolactica (FML), ya que es esencial para la calidad del vino, fundamentalmente 
en el vino tinto. En este trabajo se ha Ilevado a cabo un estudio de la biodiversidad y 
caracterizacibn tecnolégica de la microbiota làctica autéctona presente durante la FML de 
vinos tintos de la D.O. Ribera del Duero, con el fin de seleccionar cepas autéctonas para 
producir un cultivo mixto de bacterias làcticas autéctonas biodinàmicas capaces de realizar la 
FML, que presenten las mejores propiedades tecnolégicas manteniendo la diversidad y 
tipicidad del vino. 


2. Material y métodos 


2.1. Aislamiento 

Durante las vendimias 2012 y 2013, se recogieron 2200 aislados de bacterias làcticas 
pertenecientes a muestras de vino de cuatro depésitos de acero inoxidable y 2 tinos de 
madera. Las muestras fueron tomadas al inicio de la fermentacién malolàctica (FML), a mitad y 
final de la misma, y durante la crianza a un mes, dos y tres meses. 


2.2. Tipificacibn mediante RAPD y VNTR 
La tipificacién se Ilevé a cabo mediante RAPD-M13 y VNTR. Los geles se analizaron con 


el programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths). El andlisis de similitud de los perfiles de Rapd's 
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y VNTR se lIlevé a cabo utilizando el coeficiente de Pearson y el método de agrupamiento 
UPGMA. 


2.3. Selecciòn 

La selecciòn de cepas en base a los criterios de evaluacién del crecimiento, capacidad 
malolàctica, resistencia al anhidrido sulfuroso y crecimiento a pHs distintos se realizé en vino 
tinto de la variedad Tempranillo. Las caracteristicas fisico-quimicas del mismo fueron: acido 
malico 2.05 g/L, acido làctico 0.18 g/L, sin azucares residuales, 15° (v/v) y pH de 3.7. Las cepas 
previamente crecidas en OPM (medio de pre-adaptaciòn al vino [1]), se inocularon a una 
concentraciéon de 2x10° UFC/mL en vino. La capacidad de las cepas para crecer en vino se 
determinò mediante el recuento de bacterias viables en placa durante 15 dîfas. Para 
determinar la capacidad malolàctica de los cultivos se Ilevé a cabo inoculando las cepas de 
manera individual, y los tubos se incubaron durante 21 dfas a 28 °C, cuantificando las 
concentraciones finales de àcido làctico y mélico mediante HPLC. Para el estudio de 
crecimiento a diferentes pHs, las cepas se inocularon en el vino a pH 3.5ya 4y se incubarona 
28 °C durante 15 dîias. Se evalué el crecimiento durante 15 dias. Para la determinacién del 
crecimiento con anhidrido sulfuroso, las cepas previamente crecidas en medio OPM 
suplementado con las dos concentraciones de anhidrido sulfuroso total (25 mg/L y 50 mg/l), 
se inocularon a una concentracién final de 2x10° UFC/mL en vino y se incubaron a 28 °C 
durante 15 dias. Se evalué el crecimiento mediante recuentos de bacterias viables en placa 
cada tres dias. 

Las aminas producidas se cuantificaron mediante la técnica de HPLC. Las cepas se 
crecieron previamente en medio MDBmod [2] y se inocularon en tampén acetato 50 mM pH 
4.8 con los precursores de las aminas (histidina precursor de la histamina, arginina y ornitina 
precursores de la putrescina), se incubaron a 28 °C durante 3 dfas. La cuantificacién de aminas 
biégenas se Ilev6 a cabo mediante HPLC [2]. 


3.4. Produccién, escalado e inoculacién en bodega 
Las cepas se sembraron en OPM para su siembra directa en bodega como cultivo 


iniciador mixto (Figura 1). Las cepas de O. oeni se crecieron en 50 mL de medio OPM y tras 
cuatro dias de incubacién se reinocularon al 10% en un volumen de 500 mL y posteriormente 
en 10 L de OPM. 


Inoculaciòn a 
2x 10° ufc/mL 


10mL de OPM +1 
colonia de Q.0eni 


100mL de OPM 


ciRTivO 
724 2880 10% 72H2A8C 10% sed BIODINAMICO 10% 


Figura 1. Escalado de la produccién de biomasa de las cepas de O. oeni por separado para posterior 
inoculacién en bodega 
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Una vez obtenida la biomasa que componia el cultivo mixto biodinamico, se inoculò a 
una concentracién final de 2 x 10° ufc/mL en un depésito de acero inoxidable de 4000 L y 6 
barricas de roble de 225 L para Ilevar a cabo la FML (Figura 1). Se muestrearon a tiempo cero, 
mitad y final de la FML para comprobar la implantacién de las mismas. Se dejaron un par de 
barricas y un depòsito de acero sin inocular como controles. El seguimiento de los paràmetros 
fisico-quimicos para establecer la mitad y el final de la fermentacién se Ilevaron a cabo 
mediante FTIR y determinacién enzimàtica del acido mélico. 


3. Resultados 


EI siguiente paso tras los aislamientos de las cepas identificadas como O. oeni fue la 
tipificacibn mediante la técnica de RAPD y VNTR. El dendrograma obtenido se obtuvo 
mediante un angdlisis conjunto de ambas técnicas. Los perfiles se distribuyeron en 65 grupos 
distintos correspondientes a 65 cepas distintas. Tras el proceso de selecciòn, basàandose como 
criterio no ser productoras de aminas biégenas, se eligieron 8 cepas para continuar con los 
siguientes andlisis del proceso de selecciòn, y cuyos resultados se muestran a continuaciòn. 
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Figura 2. Crecimiento de las cepas de O. oeni en vino Tempranillo 
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Figura 3. Crecimiento de las cepas de O. oeni en vino Tempranillo a pHs de 3.5 y 4.0 
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Figura 4. Crecimiento de las cepas de O. oeni en vino Tempranillo a pHs de 3.5 y 4.0 
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A partir de estas cepas, se elaborò el cultivo mixto biodinàmico, tal como se describe 
en Material y métodos, y se inoculò en un depésito de acero inoxidable de 4000 L y 6 barricas 
de roble de 225 L para Ilevar a cabo la FML, manteniendo otros depésitos y barricas sin 
inocular como controles. Todos los depésitos y barricas, tanto inoculados como no inoculados, 
acabaron completamente la FML. Los cultivos iniciadores se implantaron en porcentajes altos 
tanto en depésito como en barricas. Se ha demostrado una notable diferencia en los 
contenidos finales de aminas biégenas en los de depésitos y barricas inoculados frente a los 
no inoculados: 


3 MESES CRIANZA 
HISTAMINA |PUTRESCINA 
FML ESPONTANEA 11,6 16,4 
BARRICA 
FML CULTIVO INICIADOR 2,6 4,5 
i FML ESPONTANEA 11,9 12,1 
DEPOSITO 
FML CULTIVO INICIADOR 1,1 3,9 


Tabla1. Evolucién de las aminas biégenas (en mg/L) a los tres meses de crianza 


4. Conclusiones 


En este trabajo se ha abordado el aislamiento, identificacibn, tipificacién, 
caracterizacibn y seleccibn de bacterias làcticas provenientes de vifiedos y bodega 
biodinàmicas, con la finalidad de disponer de un cultivo propio formado por distintas cepas de 
O. oeni, las cuales han constituido el cultivo iniciador mixto empleado con éxito en la pasada 
vendimia. Las cepas se han implantado correctamente, disminuyendo enormemente los 
niveles finales de aminas biégenas tras crianza. Con ello se consiguen vinos de mayor calidad, 
màs seguros para el consumidor, y que al tiempo presentan màs facilidades para su 
exportacién y distribucién al contener valores muy bajos de aminas biégenas. 


5. Bibliografia 

1. Berbegal, C.; Benavent-Gil, Y.; Pardo, |.; Ferrer, S. 2015. A novel culture medium for 
Oenococcus oeni malolactic starter production. /n: LWT - Food Science and 
Technology. In press. 


2. Landete, J.M.; Ferrer, S.; Pardo, |. 2005 Which lactic acid bacteria are responsible of 
histamine production in wine? /n: Journal of Applied Microbiology. 99, 580-586. 


6. Agradecimientos 


Trabajo financiado parcialmente por IDI-20130300 — CDTI. 


217 


M30 - DESARROLLO DE ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA 
IMPLANTACION DE UNA LEVADURA ECOLOGICA SELECCIONADA 


Lucia Polo, Pedro Mayoral, Sergi Ferrer, Isabel Pardo 
ENOLAB, ERI-ISIC BioTecMed / MCI IVISOCA. Universitat de València. c/ Dr. Moliner 50. 46100 
Burjassot-València Isabel.Pardo@uv.es 


RESUMEN: 

En este trabajo se ha estudiado, a lo largo de cuatro vendimias, la capacidad de implantacién de 
la cepa Saccharomyces cerevisiae 55A, una levadura aislada de vinificaciones ecolégicas y seleccionada 
con anterioridad. Se ensayaron distintas concentraciones de inéculo, distintos tratamientos enolégicos y 
distintos volùmenes de fermentacién con el fin de determinar qué estrategia era la màs adecuada para 
mejorar la implantacién de la misma. Los resultados han demostrado que valores més altos de la relacién 
levaduras inoculadas frente a autéctonas aumentan el grado de implantacién y que la aplicacibn de 
Velcorin® ayuda a hacer mayor esta relaciòn. 


1. Introducciòn 


La posibilidad de disponer de levaduras propias ecolégicas representa una herramienta 
muy util para aquellas bodegas que deseen combinar tipicidad y control de la fermentaciòn 
alcohélica (FA) en la produccién de sus vinos ecolégicos. En la vendimia 2008-2009 se 
recogieron 64 aislados de levaduras pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae 
procedentes de vinificaciones ecolégicas de la bodega Sierra Norte, ubicada en Camporrobles 
(D.O Utiel-Requena). Se realizé un proceso de seleccién de las mismas en base a criterios 
bioquimicos y tecnolégicos, tras el cual se retuvieron tres cepas (110A, 80A y 55A). El objetivo 
del presente trabajo fue determinar la capacidad de implantacién de una de estas cepas, la 
55A, y desarrollar estrategias para mejorar la implantacibn de la misma durante la 
fermentaciòn de mostos de la variedad Bobal. 


2. Material y métodos 
2.1 Condiciones de ensayo e inoculaciòn. 


Se estudiéò, a lo largo de cuatro vendimias, la implantacién de la levadura 55A en 
vinificaciones de mostos tintos de la variedad Bobal. Se ensayaron distintas concentraciones 
de inéculo, distintos tratamientos enolégicos y distintos volUmenes de fermentaciòn (Tabla 1). 


a Nivel de inéculo x 10° w . 
Vendimia (UFC/mL) Volumen fermentaciòdn (L) Tratamientos 
2010-11 2 50 3 g/hL SO) 
2011-12 2 1500 3 g/hL SO, 
2013-14 DI 50 3 g/hL SO) 
2014-15 6 1500 3 g/hL SO +25 g/hL 
Velcorin 


Tabla1. Especificaciones de los tratamientos, niveles de inéculo y volimenes de fermentaciòn utilizados en las distintas vendimias. 


En las tres primeras vendimias se adicionaron 3 g/hL de anhidrido sulfuroso (SO;) para 


controlar el crecimiento de las cepas autéctonas. En la vendimia 2014-15 se utilizaron, ademàs 
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de 3 g/hL de SO), 25 g/hL de Velcorin®, que se afiadieron 24 h después del SO;. Transcurridas 
24 horas, se inoculòé la levadura 55A hasta alcanzar los niveles de inéculo indicados en la Tabla 
1. Para conseguir el volumen de inéculo adecuado, se realizé un crecimiento escalado de la 
cepa 55A en medio de cultivo YPD, en mosto estéril y en mosto natural, en algunos casos, 
antes de su inoculacibn en los volUmenes de ensayo (Figura 1). 


ESCALA 
PILOTO 
(SOL) 


(era ie rn LEN 
VENDIMIA 2010 - 11. 


Siembra en mosto 


Inoculacién a 2 x 105 
ufc/mL 


VENDIMIA 2013 - 14. 


Siembra en mosto. 
Inoculacién a 2 x 105 y 
2x 107 ufc/mL 


ESCALA 
INDUSTRIAL 
Siembra de la » 5 Resiembra al 10 % , (=: (1500L) 
cepa 55A en Seo i puo en 500 ml de YPD Resiembra en5L 
10mLYPD de mosto estéril 
VENDIMIA 2011 -12. 
Resiembra en 50 L de Inoculaciéna 
mosto . Inoculacién a 2x 105 ufc/mL 
2 x 106 ufc/mL 
(A 
VENDIMIA 2014 - 15 3, 
Inoculacién a 
Resiembra en 400L de 6 x 106ufc/mL 
mosto tratado con SO, y 
Velcorin 
\ >, 


Figura 1. Diagrama de flujo del escalado seguido para la produccién del inéculo de la cepa 55A utilizado en las fermentaciones de 
los mostos en las distintas vendimias. 


2.2 Determinaciòn de la concentraciòn de levaduras autòctonas en mostos 


Se realizé un recuento de levaduras viables autéctonas en mostos, antes de que éstos fuesen 
inoculados con la levadura 55A. Para ello, muestras de los mostos, convenientemente diluidas 
en solucién salina, se sembraron en placas de YPD y se incubaron en estufa a 282C durante 4-5 
dias. Tras la incubaciòn se realizò el recuento. 


2.3 Determinacibn del grado de implantaciòn de la levadura 55A a lo largo de la vinificaciòn 


EI grado de implantacién de la levadura se determinò tomando muestras a mitad y al 
final de la fermentacién alcohélica. Las muestras correspondientes a mitad y final de FA se 
sembraron en placas de YPD y se incubaron en las condiciones que se han descrito en el 
apartado 2.2. Se aislaron 10 colonias tomadas al azar de las placas, se identificaron y se 
determinò el perfil genético de aquellas pertenecientes a la especie S. cerevisiae. 


2.4 Identificaciòn y tipado moleculares de las levaduras aisladas 
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Las colonias aisladas a partir de las vinificaciones se identificaron mediante andlisis de 
tamafio del Intergenic Transcribed Spacers (ITS) [1] y se caracterizaron a nivel de cepa (tipado 
molecular) mediante andlisis del DNA mitocondrial digerido con Hinfl [2]. Ambos tipos de 
perfiles se introdujeron en el programa informético BioNumerics versién 6.5 (Applied Maths, 
Kortrijk, Belgium) para Ilevar a cabo un anglisis de agrupamiento, utilizando el método 
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) y los coeficientes de similitud 
de Dice y de Pearson's Product-Moment Coefficient para el anélisis de los fragmentos de 
amplificacién del ITS y de los perfiles de digestiébn del DNA mitocondrial, respectivamente. 


3. Resultados y discusiòn 


Los recuentos de levaduras autéctonas en mosto y los resultados de implantacién de la 
levadura 55A en los experimentos realizados durante las sucesivas vendimias se muestran en 


la Tabla 2. 
Mitad FA Final FA 

Vendimia Concentraciòn Nivel de Grado N° cepas Grado N? cepas 

levaduras en inéculo Implantacibn autéctonas Implantacibn autéctonas 

mosto” x 105 (%) (%) 

(UFC/mL) (UFC/mL) 
2010-11 7,20 x 10° 2 60 4 70 3 
2011-12 2,80 x10° 2 50 4 20 7 
2013-14 2,78 x10° 2 66 4 55 7 

20 87 3 90 1 

2014-15 4.75 x10° 6 90 1 100 1 


Tabla 2. Concentraciòn inicial y tipos de levaduras autéctonas, niveles de inéculo y porcentajes de implantacién de la cepa 55A 
durante la fermentacién alcohélica a lo largo de 4 vendimias. ° Levaduras autéctonas presentes en los mostos antes de ser 
inoculados con la cepa 55A. ? EI numero de cepas autòctonas diferentes se determinò en base al perfil del DNA mitocondrial. 

Se puede observar que la concentracién de levaduras autéctonas en el mosto varia de 
afio a afio, siendo los mostos de la vendimia 2010-11 los que presentan los valores méàs bajos y 
los de la vendimia 2013-14 los méàs altos. Estas diferencias se explican por el grado de madurez 
de las uvas, por las condiciones climatolégicas y por las condiciones sanitarias de la uva en el 
momento de la vendimia. Se puede deducir de los datos de la Tabla 2 que los mejores 
porcentajes de implantacién se consiguen cuanto més baja es la poblacién inicial de levaduras 
autéctonas. 


En la Tabla 2 se aprecia que los porcentajes de implantacién de la levadura 55A fueron 
relativamente buenos en la vendimia del 2010-2011 pero bajos en la de 2011-2012, a pesar de 
que se habia utilizado el mismo nivel de inéculo en ambos casos. Los ensayos realizados en 
2013-2014 mostraron niveles de implantaciòn a mitad de FA semejantes a los conseguidos en 
el 2010-2011 y algo més bajos al final de FA, cuando se trabajaba a los mismos niveles de 
inéculo (2 x 10° UFC/mL), pero niveles notablemente superiores cuando se trabajaba con 
niveles de inéculo 10 veces superiores. Los ensayos realizados en 2014-2015 en 1500 L 
mostraron niveles de implantacién superiores al > 90% a lo largo de toda la FA. 
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También se aprecia que los tratamientos aplicados al mosto (SO; y Velcorin®) en la 
vendimia 2014-2015 mejoraron notablemente la implantacién de la levadura 55A. Ello se 
debié a la disminucién de la concentracién de levaduras autéctonas en un 97%. Este efecto se 
produjo fundamentalmente por la aplicacién del Velcorin®, ya que el SO; no afecto en absoluto 
la viabilidad de las levaduras (datos no mostrados). 


También se puede observar que a medida que los porcentajes de implantaciòn de la 
levadura 55A son menores, mayor nùmero de cepas autéctonas coexisten con ella durante la 
FA, lo que indica que la misma no es Ilevada a cabo por una Unica levadura en estos casos. 


4. Conclusiones 


EI grado de implantaciòn de la levadura 55A depende de la concentracién inicial de levaduras 
autéctonas 


Se ha conseguido aumentar el porcentaje de implantacién al aumentar la concentracién de 
levaduras en las inoculaciones de los mostos de Bobal. 


La adicién de Velcorin® consiguiò disminuir la concentracién inicial de levaduras, pero no el 
SO.. 


La cepa 55A fue capaz de implantarse a niveles > 90% utilizando la combinaciòn de estrategias 
de Velcorin®+ anhîidrido sulfuroso y aumento de la concentracién de inéculo. 
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RESUMEN: 

El objetivo del presente estudio fue desarrollar una estrategia para la inmovilizacién de O. oeni en 
esferas de alginato-silice, y su posterior empleo en el desarrollo de la fermentacién malolàctica de vinos 
tintos. Las condiciones de inmovilizaciébn fueron optimizadas atendiendo a la concentracién de 3- 
aminopropiltrietoxisilano (APTES) (0-3%), tiempo de inmersién de las esferas en éste (0-90 min), y pH de 
la mezcla (4-7). Los factores evaluados fueron: (i) degradacién de acido mélico durante el desarrollo de la 
fermentaciòn malolactica, (ii) capacidad de la matriz para retener las bacterias lacticas inmovilizadas y 


(iii) resistencia mecanica de la matriz de alginato-silice. 


Palabras clave: Oenococcus oeni, encapsulacién, acido mélico, APTES, alginato. 


1. Introducciòn 


La fermentacién malolàctica (FML) es la transformacién del acido mélico contenido en 
el vino con produccién final de acido làctico. Los agentes que desarrollan la FML son las 
bacterias lacticas (BAL) y en especial la especie Oenococcus oeni [1]. La consecuencia principal 
de este proceso es una importante caida de la acidez total del vino, junto a otra serie de 
modificaciones que deberàn ser consideradas para determinar la idoneidad o no del proceso 
en cada caso. Habitualmente se desarrolla tras la fermentacién alcohélica, siendo necesarias 
poblaciones de bacterias de alrededor de 106 UFC/ml de vino para que la FML de comienzo 


[2]. 


La FML es dificil de controlar y el desarrollo de las BAL en el vino es complicado ya que 
se trata de un sustrato poco favorable para su crecimiento. Ademés, el cambio climatico da 
lugar a vinos desequilibrados con un mayor grado alcohélico [3] por lo que las BAL 
responsables de FML tienen aùn mayores dificultades para realizarla [4]. Debido a estas 
circunstancias surge la necesidad de mejorar las condiciones de adaptaciòn de O. oeni a este 
ambiente estresante. Una manera de realizarlo es mediante la microencapsulacién de BAL en 
geles de alginato. Este sistema permite emplear altas poblaciones bacterianas, facilitando asî 
un desarrollo rapido y eficaz de la FML en vinos tintos. Ademés, la eliminacién de las bacterias 
al acabar el proceso es simple y se reducen los riesgos de alteraciones microbianas. Sin 
embargo, para mejorar su aplicabilidad industrial puede resultar interesante mejorar sus 
propiedades mecanicas y su estabilidad [5-7] mediante la inmovilizacién de las BAL en matrices 
hibridas de alginato-silice. 


Recientemente se ha disefiado una nueva ruta acuosa que permite un recubrimiento 
directo de las esferas de alginato, sin la necesidad del uso de costosos intermediarios 
quimicos, como son los polielectrolitos catiénicos. Se basa en el uso de un alcéxido de silicio 
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que contiene un grupo amino (3-aminopropiltrietoxisilano, APTES) cargado positivamente que 
puede interactuar electroestàticamente con el grupo carboxilo negativo del alginato [8]. Este 
método se ha empleado con éxito para la inmovilizacién de levaduras obteniéndose soportes 
activos con mayor resistencia mecànica [11]. En el presente trabajo se utilizarà, por primera 
vez, APTES para formar una capa externa de silice sobre geles esféricos de alginato 
conteniendo BAL. 


2. Material y métodos 
2.1. Inmovilizaciòn de BAL en geles APTES-alginato. 


Para la inmovilizaciébn de las bacterias se Tabla 1. Degradacién de écido mélico a los 8 
optimizò el método multicapa propuesto por dias en funciòn de las variables de estudio. 


Kurayama et al. [8] basado en la formacién de Acido 
esferas por gelificacién de alginato de sodio en ABETI pri. | FHompo sari 
È i di hidrolizado (min) degradado 
presencia de CaCl2, y su posterior recubrimiento (%) (%) 
con APTES. Se utilizé alginato de sodio (Panreac) 1 1,5 5,5 45,3 33,46 
al 2% en solucién acuosa, a la que se le 2 2,4 6,4 18,5 56,8 
afiadieron las BAL (O. oenî LALVIN VP 41 MBR, L3 19 DI | Sg 40,99 
. ; 4 3,0 5,5 45,3 46,03 
Lallemand) con una densidad bacteriana de 

5 1,5 5,5 45,3 31,96 

8-108 UFC/g de gel [9]. 6 15 5,5 45,3 30,44 

l 7 24 4,6 | 720 29,28 

Las esferas fueron suspendidas en 8 15 5,5 45.3 36.25 
soluciones de APTES (Sigma-Aldrich, 9 0,6 4,6 72,0 30,06 
previamente hidrolizado a una concentracién 10 1,5 5,5 45,3 32,41 
1:10) a diferentes concentraciones (0-3%), pH un ari 29 e 34,09 
- 4 ; 12 0,6 4,6 18,5 61,83 

(4-7) y tiempos de reaccién (0-90 min). Los = 0,6 6A 185 = 
valores ensayados para cada variable se 14 15 55 03 573) 
establecieron a partir de un disefio de 15 15 5,5 45,3 40,67 
experimentos de compuesto central: 16 0,0 5,5 45,3 30,05 
2N2+estrella (Ver Tabla 1). w 1,5 AR |- 998 29,32 
18 2,4 4,6 18,5 48,59 

2.2. Desarrollo de la FML A st lai E Da 
20 1,5 5,5 90,2 28,59 

NNT 21 1,5 5,5 45,3 42,57 

Para la realizacion de la FML se - - - - 

Ù 22 2,4 6,4 72,0 30,41 


adicionaron 20 esferas de cada tipo de muestra 
en 10 ml de vino (“107 UFC/ml de vino) de la variedad Tinta de Toro con una concentracién de 
3 g/l de acido mgélico, pH de 3,6 y un grado alcohélico de 14,2% (v/v), que fue esterilizado 
mediante filtracibn. Se afiadié un activador de la FML (ACTIML, Lallemand) a una 
concentracién de 20g/hl. Las muestras se mantuvieron en agitacién a 165 rpm y 22°C. La 
medida de la capacidad de degradacién de Acido mélico se efectuò a los 8 dias. 


2.3. Métodos analîticos 


Para la determinaciòn de la concentracién de acido mdlico de las muestras se empleò 
un kit enzimatico (TDI, Espafia). Para evaluar la resistencia mecanica de las esferas se utilizò el 
procedimiento descrito por Serp et al. [10] consistente en un ensayo TPA (Texture Profile 
Analysis) de doble compresién, efectuado tras 48 horas en agitacién en CaCl: 0,2 M, 
empleando para ello un texturémeto Texture Analyser Plus-Upgrade (Stable Microsystems, 
Reino Unido) con sonda cilindrica de 6 mm de diametro. La capacidad de la matriz para retener 
las BAL inmovilizadas se realizé mediante recuento de la poblacién de BAL en el vino tras 24 h, 
empleando para ello el método descrito por Gamazo et al. [12]. 
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2.4. Tratamiento estadistico 


Se creé un disefio de experimentos de compuesto central: 242+estrella de tres 
factores (concentraciòn de APTES, pH y tiempo de inmersién) con 8 puntos centrales mediante 
el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI.II. A partir de éste, se realizé una 
optimizacibn de los factores “Degradacibn de àcido méalico”, “Resistencia mecànica” y 
“Capacidad de retencién de las BAL por la matriz”. 


3. Resultados 


Los resultados de la degradacién del acido mélico para cada muestra pueden observarse 
en la Tabla 1. AI realizar el tratamiento TV I - 
estadistico de los datos se observò que = | 
de las tres  variables  estudiadas > | 
(concentracibn de APTES hidrolizado, —, 
tiempo de reacciòn y pH de la soluciòn) | 
tan solo el tiempo de reacciòn y su o 
interacciòn doble tuvieron significancia Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizada para la 
estadistica (a=0,05). degradaciòn del àcido malico. 


Î 

| 
ves] 
DI s 


4 
Etecto estandarizado 


Se observò que a mayor tiempo de contacto del reactivo APTES con el gel de alginato, 
menor fue la degradaciòn de àcido mélico obtenido (Figura 1). Este hecho probablemente se 
deba a la toxicidad que suponga el APTES para las bacterias. Estos resultados parecen ir en la 
linea de lo establecido por Ylitervo et al. [11] que observaron que concentraciones de APTES 
superiores al 3% influian notoriamente en la viabilidad de Saccharomyces cerevisae. Puesto 
que las BAL son muy sensibles a téxicos, incluso a concentraciones tolerables para levaduras 
[5], éste puede ser el motivo de que, independientemente de la concentracibn de APTES 
ensayada, cuanto mayor fue el tiempo de contacto con las BAL, menor fue la capacidad 
fermentativa de éstas. 


Por otro lado, se obtuvieron valores de 70-72 g para la resistencia mecanica de los 
distintos geles mixtos, y en contra de lo que cabîa esperar, no se observaron diferencias 
estadisticamente significatives (a=0,05) entre las diferentes muestras ensayadas, lo cual 
probablemente se deba a que el método TPA de doble compresién no sea efectivo para 
detectar diferencias significativas entre las muestras. 


Puesto que la fuga de BAL de la matriz fue en todos los casos inferior al 0,003%, se 
considerò ésta como inexistente en la pràctica, estableciéndose por tanto que el método de 
inmovilizacién puesto en pràctica permite la retenciòn de la totalidad de biomasa bacteriana. 


4. Conclusiones 


Puesto que las esferas de alginato (0% de APTES) ya mostraron una retencién màxima 
de BAL, puede establecerse que el empleo de APTES para la inmovilizacibn no mejorò la 
capacidad de retencién de la matriz. A su vez tampoco se produjo una mejoria en las 
propiedades mecanicas de las esferas. Por otra parte, el tiempo de reacciòn de las esferas en la 
soluciébn de APTES mostré una influencia negativa en la viabilidad de las BAL, debiéndose 
probablemente a su caràcter téxico sobre Oenococcus oeni. 
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RESUMEN: 


Las enzimas pectinoliticas presentan un gran interés en la mejora de ciertos aspectos 
tecnolégicos y sensoriales en la elaboracién de vino. El presente trabajo aborda la bùsqueda 
de levaduras no-Saccharomyces con actividad poligalacturonasa. Tras el aislamiento y 
estudio de 462 levaduras se concluye que tan solo ciertas especies del género 
Metschnikowia y Aureobasidium pullulans presentan dicha actividad del conjunto de 
especies identificadas. Tras ello pudo validarse la influencia de la actividad 
poligalacturonasa de M. pulcherrima en fermentacién combinada con Saccharomyces 
cerevisiae sobre los paràmetros de intensidad de color, indice de polifenoles totales, 
antocianos, turbidez y filtrabilidad, con resultados significativos tanto en microvinificaciones 
como a escala industrial. 


Palabras clave: No-Saccharomyces, Metschnikowia pulcherrima, poligalacturonasa, 


1. Introducciòn 


La investigacibn en Microbiologia enolégica presenta como uno de sus pilares actuales 
la bùsqueda de cepas innovadoras de levaduras no-Saccharomyces para el aumento de 
complejidad de los vinos (Jolly et al. 2014). Una de las virtudes atribuidas a las levaduras no- 
Saccharomyces, y que justifican su interés, es la riqueza en enzimas hidroliticas que presentan 
v que contribuyen al aumento en la complejidad aromatica y sensorial de los vinos (Maturano 
etal., 2012). 


Las enzimas pectinoliticas presentan un gran interés en la mejora de ciertos aspectos 
tecnolégicos y sensoriales en la elaboracién de vino, influyendo en el proceso de clarificacién y 
en la filtrabilidad de mostos y vinos asî como en la liberacién de compuestos aromàticos y de 
color retenidos en la uva (Fernàandez-Gonzdlez et al., 2005). Tradicionalmente, los complejos 
enzimàticos de origen fungico con actividad pectinolitica, son aplicados tanto en etapas 
prefermentativas como postfermentativas (Kashyap et al., 2001). Dado que la actividad 
pectinolitica de Saccharomyces cerevisiae no es suficiente para abordar la mejora de los 
paràmetros citados anteriormente y que el uso de enzimas supone un coste significativo para 
la industria enolégica, el presente trabajo aborda la bùsqueda de levaduras no-Saccharomyces 
con actividad poligalacturonasa con potencial aplicacién en fermentaciones combinadas con S. 
cerevisiae que permitan obtener los beneficios del uso de las enzimas pectinoliticas a través 
del control directo del propio proceso de fermentaciòn. 
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2. Material y métodos 


Se realizé el aislamiento de 462 levaduras no-Saccharomyces procedentes de uvas de 
la variedad Tempranillo de la D.O. Ribera del Duero durante las vendimias de 2013 y 2014. 
Para su aislamiento se hizo uso del medio de cultivo agar lisina, selectivo para levaduras no- 
Saccharomyces, mediante la siembra de una dilucién adecuada del mosto fresco. El conjunto 
de levaduras aisladas fue identificado mediante secuenciacién parcial del gen rRNA 26S de las 
levaduras. 


Para el estudio de la presencia de actividad poligalacturonasa en las levaduras, éstas 
fueron crecidas en placas de medio sélido “agar àcido poligalacturénico” (1,25% écido 
poligalactur6nico, 0,67% yeast nitrogen base (YNB, Difco), 1% glucosa y 2% agar, pH 3,5) a 
282C durante 5 dîas. Tras esto, las placas fueron lavadas con agua destilada y posteriormente 
tefiidas con rojo de rutenio (0,1%). Las colonias que mostraron un halo pùrpura alrededor 
fueron identificadas como positivas. 


Se realizé un estudio de la repercusién de la actividad poligalacturonasa de cepas 
identificadas como productoras de dicha actividad (Metschnikowia pulcherrima NSEM-34 y 
Aureobasidium pullulans NSO-82) en microvinificaciones con inoculacién secuencial con S. 
cerevisiae RVA (Agrovin S.A.). Kluyveromyces thermotolerans NSG-32 fue utilizado como 
control negativo para la actividad poligalacturonasa para las fermentaciones combinadas y 
adicionalmente se valorò el efecto de dos complejos enzimàticos con actividad pectinolitica 
(Enovyn Clar y Enozym Lux, Agrovin S.A.). Se comparò el efecto de la maceraciòn 
prefermentativa (122C - 48 horas, coincidentes con el tiempo de actuacién del inéculo de no- 
Saccharomyces, seguido de fermentacién a 252C tras la inoculacién de S. cerevisiae) y la 
fermentacién a temperatura constante (252C). Los posteriores ensayos a escala semi-industrial 
fueron desarrollados en depésitos de PVC con 700 kg de uva Tempranillo a temperatura de 
bodega. Se desarrollaron fermentaciones combinadas mediante inoculacién secuencial de M. 
pulcherrima NSEM-34 con 3 cepas diferentes de S. cerevisiae (S. cerevisiae CYC-CVA y CYC-VRI, 
Complutense Yeast Collection y RVA, Agrovin S.A.) asî como las correspondientes 
fermentaciones con cada una de las cepas utilizadas como inéculo Unico. 


EI conjunto de paràmetros analizados fue valorado de acuerdo a las especificaciones 
determinadas en el “Compendio internacional de métodos de andlisis de mostos y vinos (OIV, 
2014). 


3. Resultados 


De los 462 aislamientos analizados para su actividad poligalacturonasa, en los que 
fueron identificadas 9 especies distintas, 91 cepas mostraron actividad poligalacturonasa, 
todos ellas pertenecientes tan solo a 3 especies: M. pulcherrima (88% positivas de los 60 
aislamientos de dicha especie), M. fructicola (89 % positivas de los 18 aislamientos de dicha 
especie) y A. pullulans (100% positivas de los 22 aislamientos de dicha especie). 


La tabla 1 muestra los resultados obtenidos en las distintas microvinificaciones 
aplicando maceracién prefermentativa. En ella puede observarse la incidencia de M. 
pulcherrima sobre el conjunto de paràmetros analizados. A excepcién del contenido en 
antocianos en los que las diferencias establecidas con el control inoculado exclusivamente con 
S. cerevisiae no son estadisticamente significativas, aunque si notables, M. pulcherrima 
muestra los mayores valores de IC (Indice de Color) e IPT (Indice de Polifenoles Totales) asî 
como una incidencia muy marcada sobre la filtrabilidad y turbidez de los vinos. Los valores 
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mostrados por M. pulcherrima superan incluso los obtenidos por A. pullulans cuya actividad 
poligalacturonasa in vitro fue mayor. Esto puede ser atribuido al nulo poder fermentativo de A. 
pullulans que restringe casi por completo su incidencia a lo largo del proceso fermentativo. La 
influencia de los complejos enziméticos utilizados (Clar y Lux) se observa fundamentalmente 
sobre los paràmetros de filtrabilidad y turbidez, no asi sobre el incremento de IC, IPT o AC. 


Tabla 1. Resultados analiticos de las microvinificaciones Ilevadas a cabo aplicando maceracién 
prefermentativa (122C+252C). 
Los resultados muestran el valor medio y la desviacibn estàndar de tres réplicas. Los valores en la 


Filtrabilidad Turbidez 
E IC IPT AC 
nsayos (tiempo de retenciòn s/mL) (NTU) 

Sc 9,97+0,42° 70,13+2,76° 38,40+1,84° 125,92+8,56° 42,97+5,33° 
Ap 10,57+0,40 °° 72,57+4,50°° 41,20+6,34° 65,53+2,79° 24,00+2,69° 
Mp 11,23+0,71° 75,53+0,59° 41,57+2,22° 79,74+11,61°° 11,28+7,76° 
Lt 10,43+0,38° 72,83+3,43°° 42,13+5,03° 89,35+18,43° 2,83+0,70° 
Clar 10,33+0,35° 73,97+3,63° 39,17+2,99° 26,99+0,88° 3,79+2,8° 
Lux 9,97+0,25° 69,23+0,50° 37,90+1,40° 88,64+19,00° 2,23+0,81° 


misma columna identificados con la misma letra denotan la ausencia de diferencias significativas 
(s<0.05). Ap: A. pullulans seguido de S. cerevisiae RVA; Mp: M. pulcherrima seguido de S. cerevisiae RVA; 
Lt: L. thermotolerans seguido de S. cerevisiae RVA; Sc: S. cerevisiae RVA; Clar: S. cerevisiae RVA tratado 
previamente con Enovin Clar; Lux: S. cerevisiae RVA tratado previamente con Enozym Lux 


La supresiòn de la temperatura controlada a 122C durante el tiempo de actuaciòn de 
las cepas de levaduras no-Saccharomyces causò una notable homogeneizacién del conjunto de 
datos, disminuyendo las diferencias obtenidas entre cepas no-Saccharomyces asi como entre 
éstas y el correspondiente control inoculado con S. cerevisiae exclusivamente (datos no 
mostrados). Esto puede ser explicado por la limitacién en el tiempo de actuacién de las 
levaduras no-Saccharomyces conforme aumenta la temperatura y, por tanto, se facilita el 
desarrollo S. cerevisiae y el inicio de la fermentacién tumultuosa que causa la rapida supresién 
de la inmensa mayoria de levaduras no-Saccharomyces. La realizaciébn de ensayos a escala 
semi-industrial de fermentacién secuencial de M. pulcherrima NSEM-34 con 3 cepas diferentes 
de S. cerevisiae (CVA, VRI y RVA) permitié comprobar que su uso en bodega conlleva la 
obtencibn de vinos analiticamente distinguibles, considerando un amplio grupo de 
paràmetros. 
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Figura 1. Anglisis de componentes principales de los paràametros analîticos de los vinos. A) Diferencias 
existentes en la composiciòn analitica general de los vinos estudiados. B) Contribucién e importancia de 
los distintos paràmetros analiticos evaluados en la diferenciaciòn de las muestras. 
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La figura 1 muestra cémo la consideracibn estadîistica del conjunto de paràmetros 
analizados permite, mediante un angdlisis de componentes principales, diferenciar de forma 
muy patente los vinos fermentados con inéculo inicial de M. pulcherrima de los vinos 
fermentados exclusivamente con S. cerevisiae. En el grafico situado a la derecha puede 
comprobarse que paràametros como IC, IPT o la turbidez son en gran parte responsables de las 
diferencias analiticas entre los vinos contribuyendo en gran medida al peso de la primera 
componente principal del andlisis estadistico. 


EI andlisis estadistico individualizado del conjunto de paràmetros analizados: acido 
méalico, acido làctico, glicerol, amonio, NOPA, NFA, azùucares residuales, acido acético, grado 
alcohélico, pH, SO; libre, SO; total, SO, molecular, IC, IPT y turbidez, concluye que tan sélo 
estos tres ùltimos paràmetros muestran diferencias significativas entre los vinos fermentados 
exclusivamente con S. cerevisiae y aquellos con inoculacién secuencial con M. pulcherrima. 


4. Conclusiones 


La actividad pectinolitica en levaduras està restringida a tan sélo unas pocas especies 
entre las que se encuentra M. pulcherrima. La incidencia de la actividad poligalacturonasa de 
M. pulcherrima genera diferencias significativas sobre ciertos paràmetros analiticos del vino 
tanto a escala de laboratorio como semi-industrial con respecto a las fermentaciones con 
inoculacién exclusiva con S. cerevisiae mostràndose como importante el mantenimiento de 
temperaturas bajas durante las primeras etapas de la fermentacién, coincidiendo con el 
tiempo de actuacién de M. pulcherrima. 


Estos resultados abren la puerta al uso de cepas seleccionadas de M. pulcherrima para 
el incremento de la calidad sensorial y tecnolégica de vinos tintos. 


5. Bibliografia 


1. Jolly, N.P., Varela, C., Pretorius, 1.S. 2014. Not your ordinary yeast: non- 
Saccharomyces yeasts in wine production uncovered. /n: FEMS Yeast Research 14, 
215-237. 

2. Maturano, Y.P., Rodriguez Assaf, L.A., Toro, M.E., Nally, M.C., Vallejo, M., Castellanos 
de Figueroa, L.l., Vazquez, F. 2012. Multi-enzyme production by pure and mixed 
cultures of Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts during wine fermentation. 
In: International Journal of Food Microbiology 155, 43-50. 

3. FernAndez-Gonzàlez M., Ubeba J.F., Cordero-Otero R.R., Thanvanthri G.V., Briones 
A.lI. 2005. Engineering of an oenological Saccharomyces cerevisiae strain with 
pectinolytic activity and its effect on wine. /n: International Journal of Food 
Microbiology 102, 173-183. 

4. Kashyap D.R., Vohra P.K., Chopra S., Tewari R. 2001. Applications of pectinases in the 
commercial sector: a review. /n: Bioresource Technology 77, 215-227. 

5. OIV. 2014. Compendium of international methods of wine and must analysis. /n: 
www.oiv.int/oiv/info/enmethodesinternationalesvin. 


229 


M33 - SELECCION Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS LACTICAS 
AUTOCTONAS DE UVAS Y VINOS DEL PRIORAT 


Judit Franquès, Bet Palahî, Isabel Araque, Cristina Reguant, Albert Bordons 
Grup de Biotecnologia Enològica, Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facultat 
d’Enologia, Universitat Rovira i Virgili, Campus Sescelades N4, 43007 Tarragona. 
Correo electrénico: juditfranques@gmail.com 


RESUMEN: 


En este trabajo se han identificado y caracterizado bacterias lacticas (BL) autéctonas de la 
DOC Priorat. Para ello, se tomaron muestras de uva de las variedades garnacha y carifiena de 
las vendimias 2012 y 2013 de ocho fincas de dicha DOC, asi como también de vinos realizados 
con las mismas uvas. De todas las muestras se obtuvieron 1900 aislados de BL. Muchos de 
ellos, tanto de vinos como algunos de uvas, se confirmaron como Oenococcus oeni, 
obteniéndose 180 perfiles diferentes. En el caso de los bacilos y otros cocos, se identificaron 
seis especies. Se han seleccionado un total de 50 cepas diferentes de BL y se han 
caracterizado. Finalmente, se han seleccionado las tres mejores cepas de O. oeni y se han 
utilizado con éxito en bodega como estàrters de FML. 


Palabras clave: Bacterias lacticas autbctonas, Fermentacion malolàctica, Oenococcus oeni, 
Priorat. 


1. Introducciòn 


En los Ultimos afios el cambio de preferencias de los consumidores hacia vinos més 
ecolégicos ha propiciado nuevas oportunidades para las zonas vitivinicolas con terroirs 
peculiares y de tradicién. Esto ha planteado estrategias nuevas, tales como el uso de bacterias 
lacticas (BL) autéctonas como inéculo para la fermentacién malolàctica (FML). Por ello el 
objetivo de este trabajo ha sido aislar, seleccionar y caracterizar cepas autéctonas de BL de 
fincas y bodegas de la DOC Priorat, zona vitivinicola catalana de prestigio y de especial suelo y 
microclima. Ademés, en la mayoria de bodegas de esta zona se da un tratamiento muy 
minimizado de pesticidas, con lo cual la mayoria de los vinos producidos tienen caracteristicas 
ecolégicas. Asimismo, en estas bodegas no se inoculan BL y en algunos casos, tampoco se 
inoculan levaduras. El actual cambio climatico es patente en el Priorat, ya que con la 
temperatura la concentracién de azùcares cada vez es mayor y con ello el etanol, con niveles 
superiores al 14%, y menor acidez. Todos estos factores dificultan la realizacién de la FML lo 
que hace méàs necesario la seleccién de cepas de BL autéctonas, su estudio y prospeccién como 
estàrters de estos vinos. 


2. Material y métodos 


Muestreo. Se tomaron asépticamente 26 muestras de uvas garnacha y carifiena y 47 
muestras de vinos de las mismas vifias, durante las vendimias 2012 y 2013 en diferentes fincas 
de la DOC Priorat. Se habîa efectuado un tratamiento minimizado de pesticidas y en las 
bodegas no se habian utilizado cepas comerciales de BL. Los vinos tenfan un grado alcohélico 
alto (13.5-16%) y un pH de 3.4-3.6. 
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Aislamiento y condiciones de crecimiento. Las muestras de uvas se homogenizaron 
(Stomacher-400 Circulator Seward) a 2500 rpm durante 2.5 min, y se recogiò tanto el mosto 
asi obtenido, como la pulpa y las uvas enteras. Estas muestras se sembraron en medio liquido 
MRSm3, que es MRS [1] suplementado con L-mélico (3 g/L), fructosa (5 g/L), nistatina (100 
mg/L), azida sédica (25 mg/L), L-cisteina (0.5 g/L) y zumo de tomate (100 mL/L), a pH 5. Se 
incubé 7-15 dias en anaerobiosis a 27°C. Cuando se observé crecimiento, se resembré en 
medio sélido MRSm3 (20 g/L agar). Tras 7-15 dias de crecimiento en anaerobiosis a 27°C, se 
tomaron 30 colonias al azar de cada muestra y se sembraron en el mismo medio sin agar. Estos 
aislados, una vez confirmados como BL (morfologia, Gram +, catalasa -), se guardaron a -20°C 
con glicerol. Las muestras de vinos se sembraron directamente en medio sélido MRSm3, 
siguiendo luego el mismo protocolo que con las muestras de uva. 


Identificacibn y tipificacibn de cepas. Los aislados con caracteristicas similares a 
Oenococcus se confirmaron como O. oeni por PCR especifica [2]. Posteriormente se tipificaron 
utilizando la técnica de Variable Number Tandem Repeat (VNTR) segun [3]. Los otros aislados 
fueron identificados como lactobacilos mediante el método 16S-ARDRA y posterior digestién 
con Msel de acuerdo con [4]. La extraccién del DNA se hizo segun [5]. Los productos de PCR 
fueron resueltos por electroforesis en 1.5% (w/v) en geles de agarosa con tampòn TBE 1x 
(100V, 2h30), y tefiidos con bromuro de etidio. Se utilizaron marcadores de 100 bp (Roche 
Diagnostics). Los diferentes perfiles obtenidos se confirmaron por secuenciaciòn del fragmento 
16S. Posteriormente, estos se tipificaron utilizando la técnica rep-PCR con GTGS [6]. 


Degradacién de L-mdlico por los aislados en vino simulado. Se utilizé el Wine Like 
Medium (WLM) de acuerdo con [7], con 2 g/L L-mélico. Las cepas se crecieron en medio liquido 
MRSm3 hasta A600nm = 1.6. El pellet obtenido se inoculé (2%) en 50 mL de WLM al 12 y 14% 
de etanol, por duplicado para cada cepa, a 20°C. El L-mélico se midiò enziméticamente (Miura 
One, TDI S.A.) y se calculò el L-malico consumido y la velocidad fermentativa. 


Caracterizaciòn fenotipica y genotipica de las mejores cepas. Se realizaron tests de 
resistencia de las mejores cepas a lo largo del crecimiento en WLM combinando diferentes pHs 
(2.8, 3, 3.3, 3.6 y 4) y cantidades de etanol (6, 12, 14 y 16%) durante 3 semanas, siguiendo [8]. 
Para descartar las posibles cepas productoras de aminas biégenas, con el DNA extraido se 
efectuò la deteccibn de los genes histidina descarboxilasa (hdc), tirosina descarboxilasa (tdc) y 
ornitina descarboxilasa (odc), mediante PCR especificas con la metodologia descrita en [9]. 
También se analizaron las diferentes cepas mediante la técnica de polimorfismo de nucleétido 
simple (SNPs) para obtener la relaciòn filogenética entre ellas, siguiendo [8]. 


Utilizacibn de estàrters en bodega. Se seleccionaron las tres mejores cepas de O. oeni 
respecto a sus resultados de degradacién de L-malico y de caracterizaciòn y se utilizaron como 
cultivo estàrter para inocular un total de 4 vinos (dos de garnacha y dos de carifiena) en 
bodega. Para cada vino, las cepas se crecieron por separado en 1.5 L de medio liquido MRSm3 
hasta A600nm = 1.6. El pellet obtenido total se inoculò (2%) en 225 L de vino. El consumo de L- 
mdlico se siguiò en bodega. Se tomaron muestras de final de FML para confirmar la presencia 
de las bacterias inoculadas. 


3. Resultados 


De todas las muestras se obtuvieron 1904 aislados de BL (Tabla 1). La gran mayoria se 
confirmòé mediante PCR especifica que eran O. oeni. En el caso de los bacilos y otros cocos se 
encontraron especies de BL habituales en uvas y vinos como Lactobacillus mali, L. plantarum, 
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L. sanfranciscensis y Pediococcus pentosaceus y otros menos habituales como L. lindneri y 
Fructobacillus tropaeoli. 


Tabla 1: Nùmero de aislados de las muestras de uva y vino 


Bacterias làcticas Uva Vino Total 
Bacilos y otros cocos 413 62 475 
Oenococcus oeni 111 1318 1429 
Total de aislados 524 1380 1904 


Los aislados identificados de O. oeni se tipificaron mediante VNTR, obteniéndose 180 
perfiles (o sea cepas) diferentes. Los bacilos y otros cocos se tipificaron mediante la técnica 
rep-PCR con GTG5, obteniéndose una gran variedad de perfiles. Las 50 cepas predominantes, 
tanto de O. oeni como de bacilos y otros cocos, se caracterizaron por su eficiencia de 
degradacibn de L-mdlico en vino simulado y por su velocidad fermentativa (Tabla 2). 


Tabla 2: Bacilos y otros cocos, se caracterizaron por su eficiencia de degradaciòn de L-malico). 
Abreviaturas: O., Oenococcus; F., Fructobacillus; L., Lactobacillus. 


sa % L-malico consumido Velocidad FML (mg/L/h) 
A Proporcion 
Especie 
de cepas (%) 
12 g/L Etanol | 14 g/L Etanol | 12 g/L Etanol | 14 g/L Etanol 
64 100 100 25-40 20-28 
12 100 80-100 13-17 3-6 
O. oeni 
4 100 <50 18 2 
4 80-100 80-100 4 4 
F. tropaeoli 4 100 66 15 3 
L. mali 4 100 73 15 3 
L. lindneri 4 100 51 15 2 
L. plantarum 4% 36 33 4 1 


En base a los resultados de los test de resistencia a diferentes pH y etanol y a su 
velocidad fermentativa se seleccionaron las mejores cepas. No se detectaron genes de tres 
aminas biégenas en ninguna de las cepas estudiadas, lo que contribuye positivamente a su 
posible utilizacién como cepas estàrter de FML. Por otro lado, los resultados de SNPs sugieren 
que la mayoria de las cepas estudiadas de O. oeni estàn agrupadas en un mismo cluster 
filogenético. 


EI inéculo que se preparò con las tres cepas con las mejores caracteristicas realizò con 


éxito la FML en dos vinos de garnacha (1 semana) y dos de carifiena (1 mes), y se confirmò la 
imposicién de dos de las cepas inoculadas en dicha FML. 
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4. Conclusiones 


Se han aislado cepas de diversas especies de Lactobacillus de uva y de principio de 
FML, y una cantidad importante de cepas de Oenococcus oeni aisladas de FML, que son una 
fuente importante de estudio para la seleccién de estàrters autéctonos del Priorat. En este 
trabajo se ha conseguido aislar O. oeni directamente de uva, hecho no referenciado hasta 
ahora. Esto ha sido posible gracias al exhaustivo muestreo, y sobretodo al uso de medios 
mucho més enriquecidos y de tiempos de incubacién més prolongados. Ademés, se ha Ilevado 
a cabo la FML en garnacha y carifiena con éxito en bodega, utilizando como inéculo las tres 
cepas con mejores caracteristicas. 
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RESUMEN: 


La aclimatacién de la levadura Saccharomyces cerevisiae al etanol es un paso obligatorio para 
garantizar la realizacién de la segunda fermentacién en la produccién de vinos espumosos. Dos son 
los factores que tienen un papel importante para conseguir una buena aclimatacién de la levadura, 
la temperatura y la oxigenacién. Ambos factores influyen de manera importante en la composiciòn 
lipidica celular de las levaduras aclimatadas en presencia del etanol. Los resultados confirman que 
una temperatura de 152C durante la aclimatacién permite el buen desarrollo de las levaduras en 
un vino base definido fermentando a a 259C con o sin la presencia de oxigeno. Estas condiciones 
pueden ser inducidas por una baja acumulacién celular de ROS (Reactive Oxygen Species) y una 
composicién lipidica màs adaptada a las condiciones de la segunda fermentacién, concentracién 
elevada de etanol y ausencia de oxigeno durante todo el proceso de elaboracién 


Palabras clave: Viabilidad, ROS, Acidos grasos, Esteroles. 


1. Introducciòn 


Para la elaboracibn de vinos espumosos son necesarias dos fermentaciones 
consecutivas, realizadas por la misma levadura, Saccharomyces cerevisiae, inoculada a tiempos 
diferentes. La obtencién del vino base, primera fermentaciòn, està efectivamente controlada 
mediante el uso de levaduras secas activas (LSA), mientras que la segunda fermentaciòn en 
botella presenta otros problemas ya que la levadura es la misma pero en este caso inoculamos 
en vino, a diferencia de la primera fermentacién, que se inocula en mosto. Para ello es 
necesario reactivar y aclimatar la levadura a las condiciones de etanol, pH y temperatura en las 
cuales se realiza la segunda fermentaciòn. La industria del sector utiliza protocolos para la 
aclimatacién de la levadura al etanol que permiten, a partir de una LSA, obtener un pie de 
cuba eficiente [1, 2], no obstante existe poca informacién sobre qué factores tienen influencia 
en el proceso de aclimataciòn 

EI objetivo de este estudio es evaluar el efecto conjunto de la temperatura (15, 25 y 
352C) y la aireacién durante el proceso de aclimatacién de las levaduras al etanol. La cepa 
estudiada en este trabajo es S. cerevisiae EC1118 siguiendo el protocolo establecido en la 
industria de los vinos espumosos. 

EI efecto de los factores temperatura y aeracién durante la aclimatacién celular se ha 
caracterizado a partir de la evaluacién de la viabilidad, la acumulacién de ROS intracelular y la 
composiciòn en àcidos grasos y esteroles. También se ha evaluado el crecimiento de las células 
aclimatadas en un vino base definido. 
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2. Material y métodos 


La cepa utilizada en este estudio es la EC1118 Saccharomyces cerevisiae (Lallemand SA, 
Montreal, Canada), rehidratada de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Las levaduras se activan en 30 ml de medio basal (150 g/l de sacarosa, 4 g/l PO4 (NHa);, 
20% (v/v) de vino sintético) bajo agitacién (150 rpm) durante 24 horas, lo que corresponde a la 
fase 1 (P1). Posteriormente se completa este medio con 120 ml de medio basal (50 g/l de 
sacarosa y 84% (v/v) de vino sintético) para permitir que las células de levadura se aclimaten al 
etanol durante tres dfas, lo que corresponde a la fase 2 (P2). En P2 se realizan las condiciones 
OXI, crecimiento de la levadura en aerobiosis (1/3 del volumen total del recipiente con 
agitaciòn) y condicibn NOXI, crecimiento en semi-anaerobiosis (4/5 del volumen total del 
recipiente sin agitaci6n). La temperatura de aclimatacibn es de 15, 25 y 359C. 

Se determina la viabilidad de las células mediante citometria de flujo utilizando el kit 
LIVE/DEAD Viabilidad (Molecular Probes Inc., EE.UU.) en el equipo CyFlow® (PARTEC GmbH, 
Alemania) equipado con un làser de iones de 22 mW para la excitacién (488 nm) segun el 
método de [3]. Para determinar las especies reactivas de oxfgeno (ROS) al microscopio, las 
células fueron pre tratadas con DHE (Molecular Probes) [4]. El glucégeno fue determinado por 
el método descrito por [5]. Los esteroles y el escualeno se determinan utilizando el método 
descrito por [6]. El anélisis de los àcidos grasos se realizé mediante una modificacién del 
método descrito por [4]. 


3. Resultados 


La elaboracién de los vinos espumosos implica una aclimatacién de Saccharomyces 
cerevisiae al etanol para permitir un inicio rapido reproducible y seguro de la segunda 
fermentacién. La temperatura es también otro factor importante para realizar este proceso. 
Para ello, células de S. cerevisiae fueron aclimatadas al etanol a 15, 25 y 352C en presencia o 
ausencia de oxigeno. Se puede observar en la figura 1A que la viabilidad de las células es muy 
baja cuando la aclimatacién se realiza a 352C con o sin oxigeno. Por otro lado las células 
aclimatadas a 152C sin oxigeno conservan la misma viabilidad que las células iniciales, es decir 
levadura rehidratada 30 min a 372C. 
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Figura 1. Viabilidad de las células después del proceso de aclimataciòn a 15, 25 y 352C con o sin oxigeno 
(A) y crecimiento de las células aclimatadas en un vino base definido en presencia de 25 mg N/I a 252C 
(B). OXI: cultivo en agitaciòbn constante; NOXI: cultivo sin agitacibn. Media + Error tipico. Letras 
minùsculas y mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) para OXI y NOXI, respectivamente. 

Se puede observar que el crecimiento de las células aclimatadas en un vino base 
depende de la temperatura de aclimataciéòn (Fig. 1B). Parece ser que en estas condiciones 
(252C, volumen muy pequefios, 250 pl), la condiciébn que permite un desarrollo ràpido y 
alcanza una biomasa importante, es la aclimatacién a 152C en presencia de oxigeno. Por otro 
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lado las células aclimatadas a 352C con oxigeno tuvieron una fase de latencia muy larga y un 
crecimiento débil. 
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Figura 2. Acumulaciòn de ROS (%) en las células después del proceso de aclimatacién a 15, 25 y 352C con 
o sin oxigeno (A) y concentracién intracelular en glucégeno (ug/mg Peso Seco) (B). OXI: cultivo en 
agitacibn constante; NOXI: cultivo sin agitacibn. Media + Error tipico. Letras minusculas y mayùsculas 
indican diferencias significativas (P<0.05) para OXI y NOXI, respectivamente. 


En la figura 2A se observa que la acumulacién de ROS es significativamente més 
elevada a 352C que en las otras temperaturas. Parece ser que el estrés oxidativo sea menor en 
las condiciones no oxigenadas. Cuanto al contenido intracelular de glucégeno (Fig. 2B), las 
células aclimatadas a la temperatura optima tienen una concentraciòn significativamente màs 
elevada que a 15 y 352C, independientemente de la oxigenacién. 


Se confirma que las células cultivadas en presencia de oxigeno tienen un grado de 
insaturacibn més elevado que en su ausencia (Fig. 38). También se puede observar un efecto 
significativo de la temperatura Ilevando a la levadura a una mayor proporcién de insaturados a 
15 y 352C que a 25©C. El mismo efecto se observa cuando no hay oxigeno en el medio, 
condicién NOXI: insaturacién mas elevada a 15 y 35 que a 25°C (Fig. 38). Por otra parte la 
longitud mediana de la cadena en àcido graso parece més larga a 15 y 352C, en presencia o no 
de oxigeno, que a 259C (Fig. 3B). 
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Figura 3. Efecto de la temperatura y aeracién sobre el ratio insaturacién/saturacién (A) y la longitud 
mediana de la cadena en àcidos grasos (B). OXI: cultivo en agitacién constante; NOXI: cultivo sin 
agitaciòn. Media + Error tipico. Letras minùsculas y mayusculas indican diferencias significativas (P<0.05) 
para OXI y NOXI, respectivamente. 


En presencia de oxigeno la relacién ergosterol/escualeno depende significativamente 
de la temperatura (Fig. 4A); màs elevada es la temperatura, més se incrementa el ratio. En 
ausencia de oxigeno, este ratio es temperatura dependiente excepto en 352C en la cual esta 
relacibn baja dràsticamente. Ademés las células aclimatadas a 152C con o sin oxigeno tienen 
un valor idéntico. 
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Figura 4. Efecto de la temperatura y aeracibn sobre el ratio ergosterol/escualeno (A) y 
ergosterol/zimosterol (B). OXI: cultivo en agitacién constante; NOXI: cultivo sin agitacién. Media + Error 
tipico. Letras minuùsculas y mayuùsculas indican diferencias significativas (P<0.05) para OXI y NOXI, 
respectivamente. 


En la figura 4B, se puede observar la relacién entre el contenido celular en ergosterol y 
zimosterol. El zimosterol es el principal esterol de reserva de la levadura porque se encuentra 
en la célula en forma de éster de esterol. Sin oxigeno, este ratio no se modifica 
significativamente por la temperatura de aclimatacibn. En presencia de oxigeno, la 
temperatura induce un incremento significativo de este ratio. 


4. Conclusiones 


Globalmente los resultados muestran que el efecto més perjudicial para obtener un 
buen desarrollo de las levaduras en el vino base, es la presencia de etanol a una temperatura 
de 352C durante la aclimatacién con o sin aeracién. La aclimatacién a 152C parece dafiar 
menos las células. Se tendria que confirmar este resultado para segundas fermentaciones 
realizadas a baja temperatura. 
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RESUMEN: 


La utilizacibn de levaduras No-Saccharomyces es un tema de candente actualidad en 
enologia. Su empleo parece ser interesante ya que puede aportar a los vinos una mayor 
complejidad. El presente trabajo estudia la influencia de la inoculacién secuenciada con dos 
levaduras No-Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia pulcherrima, y 
Saccharomyces cerevisiae sobre el color y la composicién del vino tinto. Los resultados 
indican que T. delbreuckii origina vino con mayor acidez total, con més glicerol y con una 
menor acidez volàtil. Por su parte. M. pulcherrima origino vinos con mayor acidez total, con 
més glicerol, con un color y una concentracién de antocianos algo inferior. En contrapartida 
generò una mayor concentraciòn de Vitisina A y de polisacàridos. 

Palabras clave: Inoculacibn secuenciada, No-Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii, 
Metschnikowia pulcherrima, Vino tinto 


1. Introducciòn 


EI empleo de levaduras No-Saccharomyces mediante cultivos mixtos o mediante 
inoculacién secuenciada con Saccharomyces cerevisiae es uno de los temas màs de moda en la 
enologia actual [1]. El objetivo es que es desarrollo controlado de especies de No- 
Saccharomyces en las primeras fases de la fermentacién otorgue a los vinos algunas de las 
ventajas de la fermentacibn espontanea pero sin ninguno de sus inconvenientes [2,3]. Diversos 
estudios han demostrado que el desarrollo de levaduras No-Saccharomyces puede 
incrementar la produccién de ciertos metabolitos deseables para la calidad del vino como 
serian los esteres volatiles [4], el glicerol [5], los polisacàridos [6], e incluso disminuir la acidez 
volatil [7], la concentracién de acetaldehido [8] o el rendimiento de produccién de etanol [9]. 
Incluso recientemente se ha postulado que pueden ser utiles para mejorar la calidad y 
persitencia de la espuma en los vinos espumosos [10]. 


Actualmente existen en el mercado diversas levaduras No-Saccharomyces en forma de 
levadura seca activa a las que se les atribuyen diversos efectos positivos sobre la calidad del 
vino. No obstante, existen pocas referencias sobre su utilidad en la vinificacibn en tinto, 
especialmente en aquellos aspectos basados en su efecto sobre el color y los compuestos 
fenélicos. El objetivo del presente trabajo fue el de estudiar la influencia de la inoculacién 
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secuenciada con dos levaduras No-Saccharomyces, Torulaspora delbrueckii y Metschnikowia 
pulcherrima, y Saccharomyces cerevisiae sobre el color y la composiciòn del vino tinto. 


2. Material y métodos 


La experiencia se realizò con uvas de la variedad Cabernet Sauvignon procedentes del 
vifiedo experimental de la Universidad Rovira i Virgili en Constanti (DO Tarragona). Con el fin 
de garantizar la homogeneidad entre los diferentes depéòsitos, los racimos fueron despalillados 
suavemente y los granos enteros recogidos en cestas. A continuacién se Ilenaron 9 depòsitos 
con 6 Kg de uvas cada uno. Esta operacién se hizo manualmente a fin de mezclar las uvas de 
las diferentes cestas y conseguir de este modo una gran homogeneidad entre la materia prima 
de los diferentes depéòsitos. Las uvas fueron después estrujadas y ligeramente sulfitadas (2 
g/hl). 3 tanques fueron inoculados con 25 g/hl de una cepa comercial de S. cerevisiae 
considerada como control (QA23®, Lallemand Inc., Montreal, Canada). Otros 3 tanques se 
inocularon con 25 g/hl de 7. delbruekii (Biodiva"", Lallemand Inc., Montreal, Canada) y 24 horas 
més tarde con 25 g/hl de la cepa de S. cerevisiae control. Finalmente, los tres depòsitos 
restantes se inocularon con 25 g/hl de M. pulcherrima (Flavia®, Lallemand Inc., Montreal, 
Canada), y 36 horas méàs tarde con la cepa de S. cerevisiae control. Las 
fermentaciones/maceraciones se desarrollaron a 27 °C mediante el método del sombrero 
sumergido [11]. Después de 15 dias de maceracién los vinos fueron descubados, sulfitados (4 
g/hl) y estabilizados a 4 °C durante cuatro semanas. 


Los parametros estàndar de los vinos se determinaron con los métodos recomendados 
por la OIV [12]. La intensidad colorante se determinò segun lo descrito por Glories [13]. Los 


antocianos y pigmentos derivados se determinaron mediante HPLC-DAD [14]. Los 
polisacàridos se determinaron mediante HRSEC-RID [15]. 


3. Resultados 


La Tabla 1 muestra el conjunto de los resultados obtenidos 


Tabla 1. Paràmetros analiticos de los diferentes vinos 


T. delbrueckii +. M. pulcherrima + 


ParAmetro S. cerevisiae 
S. cerevisiae S. cerevisiae 
Etanol (% v/v) 14,3 +0,25 A 13,87 +0,29 A 14,5 +0,22 A 
Acidez total tartàrica (g/l) 5,9+0,0 A 6,8 +0,2 B 6,3 +0,2 B 
pH 3,62 +0,03 A 3,61+0,01 A 3,64 +0,02 A 
Acidez volatil (9/1) 0,41 +0,02 A 0,31 +0,02 B 0,40 +0,02 A 
Glicerol (g/L) 8,7 +01 A 10,1 +0,7 B 9,7 +08 B 
Intensidad colorante 22,7 +09 A 23,4 +0,7 A 21,1 +06 B 
Antocianos monoglucosidos (mg/l) 279 +33 A 276 +21 A 252 +5 A 
Antocianos acetilados (mg/l) 49 +5 A 50 +4 A 42 +2 A 
Antocianos cumarilados (mg/l) 25 +3 A 25 +2 A 21 +1 A 
Antocianos totales (mg/l) 377 +14 A 351 +27 A 315 +7 B 
Vitisina A (mg/l) 8,29 + 1,77 A 5,54+113 A 11,72+051 B 
Vitisina B (mg/l) 3,17 +0,76 A__3,70+051 A __3,64+0,14 A 
Polisacàridos totales (mg/l) 547 +46 A 571+79 A 705 +40 B 
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Los vinos obtenidos mediante inoculacién secuenciada con T. delbreuckii presentaron 
niveles de acidez total y glicerol significativamente mayores y una acidez  volatil 
significativamente menor que su correspondiente control, siendo el resto de paràmetros 
analizados similares. Los vinos obtenidos mediante inoculacibn secuenciada con M. 
pulcherrima presentaron también niveles de acidez total y glicerol también significativamente 
superiores a los fermentados ùnicamente con S. cerevisiae. Asimismo, presentaban una 
intensidad colorante y una concentracién de antocianos totales algo inferior. En contraste su 
concentracién en Vitisina A y en polisacàridos totales fue significativamente més alta. 


4. Conclusiones 


La inoculacién secuenciada con las dos especies de levaduras No-Saccharomyces 
originé vinos ligeramente distintos de su control fermentado unicamente con Saccharomyces 
cerevisiae. Asi tanto Torulaspora delbrueckii como Metschnikowia pulcherrima originaron vinos 
con mayor acidez total y una concentracién de glicerol superior a su correspondiente control. 
Los vinos fermentados con T. delbreuckii presentaban una acidez volatil inferior. Los vinos 
fermentados con M. pulcherrima presentaban una intensidad colorante y una concentracién 
de antocianos totales algo inferior, mientras que la concentracibn en Vitisina A y en 
polisacàridos totales fue superirior. 
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RESUMEN: 


En este trabajo se evalué la capacidad de incorporacién de glutatién del medio en 30 cepas 
diferentes de O. oeni. Los resultados indican que todas las cepas tienen capacidad de 
incorporar GSH, aunque se observa una notable diversidad en la cantidad de GSH captado. 
Un 25% de las cepas estudiadas acumulan una cantidad de GSH intracelular unas cuatro 
veces superior que las cepas con menor capacidad de captacibn. También se evaluò el 
crecimiento con y sin GSH en condiciones de bajo pH y presencia de etanol. En todos los 
casos las cepas que podîan captar el GSH presentaban un mayor crecimiento. 


Palabras clave: Oenococcus oeni, GSH, captaciòn, vino. 


1. Introducciòn 


EI glutatibn (GSH) es un tripéptido con caràcter antioxidante, presente en todos los 
organismos vivos, asociado a la proteccibn de la célula frente al estrés oxidativo. Tiene 
numerosas funciones metabélicas, como reducir los enlaces disulfuro de proteinas a cisteînas 
[1]. En procariotas se encuentra principalmente en Gram negativas. Las Gram positivas no 
pueden sintetizarlo, exceptuando Streptococcus y Enterococcus [2]. 


En Oenococcus oeni, la bacteria làctica principal responsable de la fermentaciòn 
malolàctica (FML), se ha descrito que en condiciones de estrés asociadas al vino, la enzima 
glutatién reductasa (GshR), que reduce el GSH oxidado, aumenta su concentraciòn [3]. 
También se vié un incremento de GshR en un estudio prote6mico de células liofilizadas de 
O. oeni [4]. De estos resultados se deduce que el GSH participaria en el proceso de adaptaciòn 
de O. oeni a las condiciones del vino. Como otras bacterias làcticas, O. oeni no posee la 
capacidad de sintetizar el GSH pero puede incorporarlo del medio [5]. El efecto antioxidante 
del GSH podria ayudar a las bacterias a mantener o mejorar su estado celular para 
desempefiar posteriormente la FML en el vino. Factores de estrés asociados al vino, como pH 
bajo y concentracién elevada de etanol, dificultan la acciòn de O. oceni y ponen trabas a su 
supervivencia. 


En este trabajo se evaluò la capacidad de incorporacién de GSH del medio en 30 cepas 
de O. oeni. En base a los resultados obtenidos se seleccionaron dos cepas, 3P2 (con mayor 
capacidad de incorporacién de GSH) y CECT 217" con menor capacidad. En estas cepas se 
estudiò el efecto de la adiciòn de GSH sobre su crecimiento en diversas condiciones del vino. 
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2. Material y métodos 


Entre las 30 cepas analizadas en este estudio se encuentra la cepa PSU-1, la cepa tipo 
CECT 217", cepas comerciales y algunas aisladas de vinos del Priorato y de Tarragona 
(Catalufia) de la coleccién propia. EI medio de cultivo utilizado para los crecimientos fue MRS 
modificado con àcido D,L-méalico y fructosa (4 y 5 g/l respectivamente), y se afiadié 5mM de 
GSH al medio de cultivo. Los crecimientos celulares se realizaron en 50 ml y se siguieron hasta 
obtener la DO màxima a 600nm. Se centrifugaron dos muestras de 30 ml de cada cultivo y se 
lavaron con PBS1x en frio. Una de las muestras sirviò para la determinacién del GSH total y la 
otra para la determinacién del glutatibn oxidado (GSSG), por lo cual se afiadiò un bloqueador 
del GSH reducido (2-vinil-piridina). Los pellets se guardaron a -802C. Para la extracciòn se siguiò 
el protocolo descrito para extraer el GSH por Glutathione Assay Kit (CatalogN.CS0260) con 
algunas modificaciones, rompiendo las células con perlas de vidrio. Los extractos se guardaron 
a -802C. Para determinar la cantidad de GSH oxidado y reducido intracelular se usò el 
protocolo de fluorescencia de Collin et al. 2003. La intensidad fluorescente fue medida (485 
excitacién/520 emisién) en un lector de placas (Polarstar Omega de BMG Labtech). Las 
concentraciones de GSH medido fueron calculadas respecto al peso hùmedo del pellet de la 
muestra, teniendo en cuenta el volumen final de extracto obtenido. 


Algunas de las cepas posteriormente se utilizaron para ver el efecto del GSH a 
diferentes pH y en presencia de etanol. EI medio de cultivo utilizado fue MRS modificado (con 
mdlico y fructosa) y con menos nitrégeno. La reduccién de la concentracibn de compuestos 
proteicos se hizo para evitar precipitados indeseables durante el ensayo a diferentes pHs. 


3. Resultados 


En las 30 cepas de O. oeni analizadas se comprobé una gran variabilidad en la 
captacién de GSH del medio. El GSSG no se detecté en todas las muestras, y en las muestras 
sin GSH afiadido no se pudieron determinar los valores de GSH. El andlisis revelò 4 cepas con 
una alta capacidad para captar el antioxidante (Fig. 1). Entre ellas el valor màximo se obtuvo 
en la cepa 3P2, aislada en vino del Priorat. También daban un valor alto una comercial (Alfa) y 
dos cepas de la coleccién propia (1P1 y UB51). 
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Fig.1 Captaciòn de GSH intracelular en cepas de O. oeni. El gràfico muestra la cantidad en nmol 
de GSH reducido por g de célula detectado intracelularmente. La linea negra indica el valor 
medio de captaciòn de las 30 cepas. 

Como se observa, de las 9 cepas comerciales probadas, 6 dieron por encima de la 
media mientras que dos presentaron unos valores de hasta 4 veces inferiores a los valores 
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méximos. La cepa tipo CECT 217" es una de las que presenta una captacién menor, hecho que 
puede ser causa de su crecimiento lento. 


Para evaluar el efecto protector del glutatién (GSH) sobre O. oeni se eligieron tres 
cepas (PSU-1, 3P2 y 217"), con un comportamiento diferente en cuanto a la captacién del GSH 
y se midié el crecimiento en diferentes condiciones de pH y concentraciòn de etanol. En los 
cultivos sin etanol (control a pH 5) ya se apreciaron diferencias en el crecimiento de las tres 
cepas (DOmax) que alcanzaron en presencia de GSH, especialmente 3P2. En 6% de etanol la 
DOmax fue superior en las células con GSH. Con 12% de etanol el crecimiento fue 
practicamente nulo con y sin GSH afiadido. 


2 Efecto Etanol en la DO maxima 
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Fig.2 Efecto del etanol en el crecimiento de 3 cepas de O. oeni. Las barras blancas 
corresponden a los crecimientos de las 3 cepas sin GSH y las barras grises representan los 
crecimientos con 5mM de GSH en los diferentes medios con etanol. Los valores mostrados son 
las medias de los triplicados realizados. 


Respecto al efecto del pH (Fig. 3), las diferencias observadas en la DOmax en la 
condicién control (pH 5) se mantuvieron a pH 4 e incluso incrementaron para las cepas PSU-1 y 
217". A pH 4, las diferencias de DOmax en los cultivos con GSH respecto a los que no tienen 
son notablemente més elevadas en las cepas PSU-1 (67 % més) y la cepa 217° (54 % màs), a 
pesar de que la cepa que presenta una DOmax superior es 3P2. El crecimiento se inhibe 
notablemente a pH 3,4 aunque sigue la misma tendencia de aumento de crecimiento cuando 
hay mayor captacibn de GSH por parte de la cepa analizada. 


2] Efecto pH en la DO maxima 
soi fil Control 
E [MesH 5 mm 
5 dea) GOT 9 MR 
81 
Loi 
8 
0,5 | 
04 ; | ; ; Ci e 5 Ho Jil ei 
pa 2477 


dir £ "Da 


PSU-1 3P2 2177 PSU-1 3 PSU-i 3P2 


pH5 pH4 pH3.4 
Fig.3 Efecto del pH en el crecimiento de 3 cepas de O. oeni. Las barras blancas corresponden a 
los crecimientos de las 3 cepas sin GSH y las barras grises representan los crecimientos con 
5mM de GSH en los diferentes medios a diversos pHs. Los valores mostrados son las medias de 
los triplicados realizados. 
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4. Conclusiones 


La captacién de GSH por parte de las cepas de O. oeni analizadas fue muy diversa. Se 
pudieron identificar algunas cepas con una captaciòn hasta 4 veces superior a las cepas con 
menor capacidad de incorporar GSH. En base a los resultados obtenidos, se han seleccionado 
tres cepas como modelo de estudio de la diferente capacidad de captacién de GSH: 3P2 mayor, 
PSU-1 media y CECT 217" menor. Ademés, estas cepas presentan una actividad malolàctica 
diferente. En las mismas condiciones, la cepa 3P2 realiza la fermentacién malolàctica (FML) 
més rapido, mientras que las cepas PSU-1 y especialmente 217" son més lentas. A pesar de 
ello, la relaciébn entre una FML méàs ràpida y una mayor capacidad de captacién de GSH no se 
ha observado en todas las cepas estudiadas. Sin embargo si se ha apreciado una relaciòn 
positiva con la velocidad de crecimiento. 


Los cultivos en los que se afiadiéò GSH alcanzaron una mayor cantidad de biomasa que 
los cultivos sin GSH aunque hubiese algùn factor de estrés. Por ello la adicién de glutatién 
podria mejorar la preparaciòn de preinéculos de O. veni para vino. 
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RESUMEN: 

La espectroscopia infrarroja de Transformada de Fourier - Reflectancia Total Atenuada 
(ATR-FTIR) permite obtener informacién acerca de los componentes celulares de los 
microorganismos. El objetivo del presente trabajo es mostrar el potencial de la técnica ATR- 
FTIR combinada con el andlisis multivariante para i) discriminar diferentes cepas de 
Saccharomyces cerevisiae y determinar qué cambios bioquimicos se producen durante sus 
diferentes etapas fisiolégicas en un proceso de fermentacién alcohélica, ii) evaluar el efecto 
de la adicién de nitrégeno (organico e inorganico) al principio del proceso de fermentaciòn y 
iii) discriminar entre diferentes cepas autéctonas de S. cerevisiae y cepas de levaduras No- 
Saccharomyces aisladas de variedades de uva de cinco regiones espafiolas. 


Palabras clave: ATR-FTIR, Sacharomyces cerevisiae, mosto, fermentaciòn alcohélica. 


1. Introduction 

La técnica de espectroscopia infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) ha sido 
ampliamente utilizada en el sector de la elaboracién del vino como método rapido para 
determinar los paràametros de control tales como grado alcohélico, acido acético, pH, y la 
acidez total (1). También ha sido utilizada para realizar una amplia variedad de anglisis tales 
como la prediccién de color, clasificar los vinos en funcién de su origen, y determinar 
compuestos fendlicos (2). Acoplada con la Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR) puede ser 
utilizada para el andlisis de microorganismos, proporcionando bandas relacionadas con sus 
componentes celulares, principalmente su membrana y pared celular permitiendo su 
clasificaciòn (3). La técnica de ATR-FTIR se ha utilizado para detectar Alicyclobacillus en zumo 
de frutas, Lactobacilli en carne y queso, y Salmonella en jugo de manzana (4). En el campo de 
la enologia, otros autores han estudiado la autolisis de Saccharomyces cerevisiae en vinos 
espumosos (5,6). La aplicacibn de ATR-FTIR para el estudio de microorganismos durante las 
diferentes etapas de elaboracién seria de gran interés para el sector vitivinicola. La técnica 
ATR-FTIR presenta varias ventajas para ser utilizada como método ràpido para investigar 
microorganismos, tales como tiempo de andlisis cortos, minima preparacién de la muestra y 
baja formacién del personal. El objetivo del presente trabajo es estudiar el potencial de la 
técnica de ATR-FTIR combinada con el angdlisis multivariante para i) discriminar las diferentes 
cepas de Saccharomyces cerevisiae y determinar los cambios bioquimicos que experimentan 
en diferentes etapas fisiolbgicas durante un proceso de fermentaciòn alcohélica, ii) evaluar el 
impacto de la adicién de nitrégeno (inorganico y orgànico) como nutriente a principio de la 
fermentaciòn y iii) discriminar entre diferentes levaduras autbctonas S. cerevisiae y No- 
Saccharomyces aisladas de seis variedades de uva procedentes de cinco regiones espafiolas. 
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2. Materiales y métodos 

EI primer de los estudios la fermentacién alcohélica se ha realizado utilizando 150ml 
de mosto clarificado de Garnacha blanca (Terra Alta, Espafia) y Chardonnay (Costers del Serge, 
Espafia). Se han utilizado tres cepas de levaduras S. cerevisiae (E491, ES454 y ES181). Todos los 
ensayos se han realizado por triplicado, realizando un total de 18 fermentaciones. Los tiempos 
de muestreo han sido 48, 120 y 198 h en el caso de la variedad Chardonnay y 172 y 344 h en el 
caso de Garnacha blanca. El segundo estudio se ha realizado utilizando una Unica levadura 
(Zymaflore X5), un unico mosto de Garnacha blanca (Terra Alta, Espafia) y dos nutrientes 
comerciales, el primero formado por nitrégeno orgànico (Nutristart OrganicQ) y el segundo 
formado por nitrégeno inorganico (Thiazote). Igual que en el primer estudio, las 
fermentaciones se han realizado por triplicado, realizando un total de 6 fermentaciones y 
muestreos a 0, 18, 42 y 90 h. En el tercer y Ultimo estudio se han aislado 39 cepas de levaduras 
de seis variedades de uva procedentes de cinco regiones vitivinicolas espafiolas a partir de 
fermentaciones espontaneas. Las diferentes cepas han sido aisladas mediante cultivo en placa 
y caracterizadas mediante técnicas moleculares (identificacibn de elementos delta y rDNA- 
RFLP). Posteriormente, los cultivos puros han sido inoculados en mosto de tempranillo (Rioja, 
Espafia) y analizados mediante ATR-FTIR a las 48h des de su inoculaciòn. Igual que en los casos 
anteriores las fermentaciones se han realizado por triplicado con volùmenes de 5ml. 
En los tres estudios las muestras se han preparado por centrifugaciòn (15.900 g durante 5 min) 
y se han lavado tres veces usando 1 ml de solucién salina (0,88% NaCl) con el fin de obtener 
pellets limpios y libres de polifenoles, antocianos, àcidos orgànicos y otros compuestos que 
pudieran actuar como interferentes en el espectros de infrarrojo. Después del proceso de 
limpieza, en los estudios 1 y 2 se deposité 1.5 ul de pellet sobre el cristal de ZnSe, y en el 
estudio 3 1.5 pl de pellet sobre el cristal de Diamante. Por cada muestra, se adquirieron un 
minimo de seis espectros por experimento y dia en la regién del infrarrojo de 4000-800 cm”. 
Los espectros se exportaron al software de andlisis multivariante Pirouette. Se utilizò Soft 
Independent Modeling Class of Analogyes (SIMCA) para construir un modelo predictivo basado 
en la construccién de modelos de PCA separados para cada clase. Los modelos SIMCA fueron 
interpretados en base a proyecciones de clase (representacién tridimensional de los clùsteres 
basados en los scores de PCA) y poder de discriminacién entre clases (variables con mayor 
efecto en la clasificaciòn) y la distancia entre clases. 


3. Resultados 

En los tres estudios la técnica de ATR-FTIR aporta importante informacién sobre los 
cambios experimentados a nivel de composicién de las levaduras. En el primer de los estudios, 
se diferencian las tres levaduras utilizadas entre ellas y entre los diferentes estados fisiolégicos 
(fase exponencial temprana, exponencial y estacionaria) en ambas matrices. En la fase 
exponencial los principales compuestos de la pared celular fueron manoproteiînas, glucanos y 
lipidos mientras que en la fase estacionaria fueron principalmente glucanos y manosas. En el 
segundo estudio, fue posible detectar los cambios en la pared celular en las fermentaciones 
con distinta adicién de nutrientes. En la adicién de nitrégeno organico los principales cambios 
durante la fase exponencial y estacionaria fueron producidos por àcidos nucleicos mientras 
que cuando se adicionò nitrégeno inorgànico los principales cambios fueron en las estructuras 
de proteinas en la fase exponencial y en los esteres de àcidos grasos en la fase estacionaria. En 
el tercer estudio se discriminaron entre las 30 cepas Saccharomyces aisladas de las diferentes 
regiones vitivinicolas de estudio. Las principales bandas de infrarrojo que permitieron la 
discriminacién fueron las relacionadas con la vibracién de los enlaces N-H y C-N de los grupos 
amidas secundarias de péptidos, vibraciones de C=O de los grupos amida primaria relacionadas 
con distintas estructuras de proteînas y enlaces B(1+4) de B-glucanos. 
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Figura 1. a) Proyecciòn de clases y poder de discriminaciòn para la cepa de S. cerevisiae a 48h (fase 
exponencial temprana), 120h (fase exponencial) y 172h (fase exponencial). b) Poder de discriminaciòn 
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Figura 2. a) Proyecciòn de clases y poder de discriminacién para la cepa de S. cerevisiae a los diferentes 


tiempos de fermentacidn utilizando nitrégeno inorganico. b) Poder de discriminaciòn 


En el caso de las especies No-Saccharomyces se discriminaron correctamente 
mediante la técnica ATR-FTIR siendo las bandas de infrarrojo responsables de la discriminaciòn 
las relacionadas con los enlaces B(1+4) de B-glucanos y enlaces de amidas primarias y 
secundarias. En la siguiente Figura 1, se muestra la proyeccién de clases (a) y el poder de 
discriminacién (b) por la cepa E491 en mosto Chardonnay. Se observa una clara diferenciacién 
entre los diferentes estados fisiolégicos 48h, 120h y 198h. Los principales cambios a nivel de 
pared celular experimentados por la levadura que permiten la diferenciacién entre fases se 
atribuyen a las bandas de infrarrojo 1051, 1722 y 990 cm* que estàn relacionadas con la 
vibraciòn de los enlaces de manosas, estiramiento de los enlaces de C-O en esteres de lipidos y 
B-glucanos B(1+6) respectivamente, todos presentes en la pared celular. En el estudio de 
adicién de nutrientes comerciales al inicio de fermentacién el uso de la técnica ATR-FTIR, 
permitiò detectar que los principales cambios a nivel de pared celular durante la fase 
exponencial y estacionaria cuando se utiliza nitrégeno orgànico, estaban relacionados con 
àcidos nucleicos y esteres de lipidos mientras que cuando la fuente de nitrégeno fue 
inorganica los principales cambios durante la fase exponencial estaban relacionados con las 
estructuras de las protefnas y durante la fase estacionaria relacionadas con los esteres de 
lipidos. En la siguiente Figura 3 (a) se muestra el poder de discriminacién de las 30 cepas S. 
cerevisiae. La técnica de estudio permitiò crear dos modelos, uno por levaduras 
Saccharomyces y otro por No-Saccharomyces sin interferencias entre ellos. Se puede observar 
en la Figura 3 (a) como las principales bandas de infrarrojo responsables de la separacibn de 
las cepas S. cerevisiae son 1558, 1684, 1642 y 1032 cm, estas estàn relacionadas con 
vibraciones de enlaces N-H y C-H de proteinas, vibracién de C=0 también de proteina y con 
estructuras de amidas primarias y glucanos B(1+>4) respectivamente. 
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Figura 3. a) Proyecciòn de clases y poder de discriminaciòn para las cepas No-Saccahromyces. 


4. Conclusiones 

El primer estudio muestra resultados prometedores de la técnica ATR-FTIR para 
discriminar entre distintas cepas S. cerevisiae asi como para estudiar los cambios bioquimicos 
que se producen durante el proceso de fermentacién. El segundo estudio muestra la habilidad 
de la técnica para detectar los cambios producidos por diferentes nutrientes comerciales en la 
composicibn de la pared celular de levaduras durante la fermentacién. Y el tercer estudio 
muestra la capacidad para la discriminacibn de diferentes cepas y especies autéctonas de 
levaduras durante la fermentacién alcohélica. 


5. Bibliografia 

1. Ferreira,M. L., Costa, A. M., Ribeiro,N., Simoes, T.,&Barros, P. 2009. Quality control in FTIR 
wine analysis acceptance of analytical results. Ciencia e Tecnica Vitivinicola, 24, 47-53. 

2. Laghi, L., Versari, A., Parpinello, G.P., Nakaji, D.Y., & Boulton, R.B. 2011. FTIR spectroscopy 
and direct orthogonal signal correction preprocessing applied to selected phenolic compounds 
in red wines. Food Analytical Methods, 4, 619-625. 

3. Baldauf, N. A., Rodriguez-Romo, L. A., Mannig, A., Yousef, A. E., & Rodriguez-Saona, L. E. 
2007. Effect of selective growth media on the differentiation of Salmonella enterica serovars 
by Fouriertransform mid-infrared spectroscopy. Journal of Microbiological Methods, 68, 106— 
114. 

4. Oust, A.,Moretro, T., Kirschner, C., Narvhus, J. A.,& Kohler, A. 2004. FT-IR spectroscopy for 
identification of closely related lactobacilli. Journal of Microbiological Methods, 59, 149-162. 

5. Burattini, E., Cavagna, M., Dell’Anna, R., Malvezzi Campeggi, F., Monti, F., Rossi, F., & 
Torriani, S. 2008. A FTIR microspectroscopy study of autolysis in cells of the wine yeast 
Saccharomyces cerevisiae. Vibrational Spectroscopy, 47, 139-147. 

6. Cavagna, M., Dell’Anna, R., Monti, F., Rossi, F., & Torriani, S. 2010. Use of ATR-FTIR 
microspectroscopy to monitor autolysis of Saccharomyces cerevisiae cells in a base wine. 
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58, 39-45. 


6. Agradecimientos 

Los autores quieren agradecer al programa AIRE (2009AIRE/06) y al Departamento de 
Ingenieria Quimica de la Universidad Rovira i Virgili por el apoyo financiero asi como al 
Ministerio de Ciencia e Innovaciòn, Proyecto PTQ-10-03144. 


249 


M39 - LEVADURAS AUTOCTONAS PARA PRODUCIR VINOS 
LIBRES DE DIOXIDO DE AZUFRE 


Laura Martin, Jennifer Tomé, Miquel Puxeu, Anna Brull, Enric Nart, Imma Andorrà 


1 Fundaciò Parc Tecnològic del vi, VITEC. Carretera de Porrera, km 1, 43730, Falset. 
email: imma.andorra@vitec.cat 


RESUMEN: 


Se han identificado y caracterizado diferentes levaduras autéctonas propias de una bodega 
de la D.O.C. La Rioja para producir vino sin diéxido de azufre y que mejore las cualidades 
organolépticas del vino. Este estudio se divide en dos fases. En la primera fase de estudio se 
aislaron, identificaron y caracterizaron a escala de laboratorio diferentes cepas de levaduras 
autéctonas. En la segunda fase se realizaron 5 microvinificaciones a escala semi-industrial: 
dos con las cepas que presentaron mejores caracteristicas fermentativas y de imposicién, 
una inoculando las 14 cepas autéctonas del estudio (simulando condiciones de 
fermentacibn espontanea) y dos microvinificaciones control con una levadura comercial 
(con y sin adicién de diéxido de azufre). Todos los vinos obtenidos se analizaron quimica, 
microbiolégica y sensorialmente, con el objetivo de determinar la influencia de las levaduras 
autéctonas. En todos los casos la cantidad de diéxido de azufre presente al final de la 
fermentaciòn alcohélica fue inferior a 10 mg/I. 


Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, levaduras autéctonas, diéxido de azufre. 


1. Introducciòn 


Las levaduras no sélo conducen la fermentacién alcohélica, en lo que respecta a la 
produccién de etanol y diéxido de carbono (CO;), sino que tienen gran influencia sobre la 
calidad del vino y en particular sobre las caracteristicas aromàticas del producto [1]. La calidad 
de los vinos es una consecuencia directa de la evolucién de la flora microbiana durante la 
fermentacién [2]. La microflora de la uva varia constantemente en funciòn de la variedad de 
uva, condiciones climàticas, pràcticas viticolas, estado de maduracién, dafio fisico de la uva 
(causado por hongos, insectos y péjaros) y de los fungicidas aplicados [3] . Debido a esta 
variabilidad realizar una fermentaciòn espontànea, sin inocular ningùn tipo de levadura puede 
conducir problemas de fermentacién, con fermentaciones lentas, paradas de fermentaciòn o 
bien problemas de reproducibilidad de los vinos. Las levaduras autéctonas como cultivos 
iniciadores permiten la obtencién de un producto més diferenciado y caracteristico de la zona. 
Estas levaduras, que son especificas del àrea, estàn totalmente adaptadas a las condiciones 
climaticas de la zona, a la materia prima y responsables, parcialmente, de las caracteristicas 
unicas de los vinos obtenidos [4, 5]. 


EI diéxido de azufre (SO;) es la molécula comùunmente conocida como sulfuroso, se 
utiliza principalmente por sus caracteristicas como agente antimicrobiano, antioxidante y 
antioxidàsico. Este compuesto se puede afiadir en el vino de diferentes formas pero también 
se puede producir por parte de las levaduras. Diferentes cepas de S. cerevisiae producen 
diferentes cantidades de diéxido de azufre, desde pocos mg/l hasta mas de 90 mg/I, 
dependiendo de las condiciones de fermentaciéòn y de la cepa de levadura. Sin embargo, el 
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diéxido de azufre puede tener un impacto negativo en la calidad sensorial del vino, puede 
retardar el inicio de la fermentacién malolàctica y causar algunos problemas de salud en 
personas sensibles. Por estos motivos existe una tendencia actual en disminuir o eliminar los 
niveles de diéxido de azufre en el vino. Se considera que una botella tiene sulfitos si sus niveles 
sobrepasan los 10 mg/l [6]. 


EI objetivo del presente estudio es la obtencién de levaduras autéctonas de la D.0.C. 
La Rioja de la variedad Tempranillo para producir vinos libres de diéxido de azufre y validar el 
uso de estas levaduras a escala semiindustrial con mosto de la propia bodega siguiendo las 
condiciones de vinificaciòn de la bodega. 


2. Material y métodos 


2.1. Aislamiento e identificacién de levaduras autéctonas 

Se realizaron fermentaciones espontaneas de la variedad Tempranillo procedente de 
Bodegas Roda S.A. a 252C. Durante el transcurso de la fermentaciòn alcohélica se aislaron un 
total de 216 colonias de levaduras en medio de cultivo YPDA (2% glucosa, 2% peptona, 1% 
extracto de levadura, 2% agar). Se identificaron las distintas cepas de Saccharomyces 
cerevisiae mediante la técnica de amplificaciòn de los elementos delta [7]. 


2.2. Caracterizacién de levaduras autéctonas 

Para la caracterizacién de las capacidades fermentativas de diferentes levaduras 
autbctonas se realizaron diferentes fermentaciones inoculando cultivos puros con las cepas 
autéctonas aisladas e identificadas. Posteriormente se determinò la capacidad de imposicién 
de las diferentes cepas mediante inoculaciones masivas con todas las cepas. En todos los casos 
la concentracién final fue de 2 x 10° cel/ml. Las fermentaciones se realizaron a escala de 
laboratorio con mosto concentrado. La evolucibn de las fermentaciones se monitorizò 
mediante perdida de densidad, recuento de levaduras totales y viables. AI final de todas las 
fermentaciones se realizé un estudio de imposicién de la cepa inoculada. En el vino resultante 
se determinaron diferentes paràmetros quimicos: acido acético, acidez total tartàrica, 
glucosa/fructosa residual, pH, y grado alcohélico segùn los métodos descritos por la OIV. 


2.3. Vinificacién con levaduras autéctonas 

Se utilizé la variedad Tempranillo procedente de Bodegas Roda S.A. Se realizaron 5 
microvinificaciones a 252C en depésitos de 30 litros: dos con las cepas que presentaron mejores 
caracteristicas fermentativas y de imposicién (P3 y P5), una inoculando las 14 cepas autéctonas del 
estudio, simulando condiciones reales de fermentaciéon espontanea en bodega y dos 
microvinificaciones control con una levadura comercial, con baja produccién de dibxido de azufre. 
Todas las microvinificaciones se realizaron por triplicado sin adicién de diéxido de azufre, 
excepto un control. Los tanques de fermentacién se inocularon a una concentracién de 2 x 10° 
cel/ml. Diariamente se monitorizé la densidad, poblacién de células totales, mediante contajes 
al microscopio y poblacién de células viables mediante placa de cultivo con medio YPDA (2% 
glucosa, 2% peptona, 1% extracto de levadura, 2% agar, w/v; cultimed, Barcelona, Espafia). La 
fermentacién se considerò finalizada cuando los azucares fueron inferiores a 0.5 g/l. Una vez 
finalizada la fermentacién los vinos se embotellaron y se almacenaron a 14 ©C hasta su andlisis 
quimico, microbiolégico y sensorial. EI anàlisis sensorial se realizé mediante un panel de cata 
de 10 catadores entrenados. En el disefio de las sesiones de cata y el andlisis de resultados se 
ha utilizado el software de anadlisis sensorial FIZZ (ver. 2.46B; Biosystèmes, Couternon, France). 
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3. Resultados 


En la primera fase se han aislado un total de 216 colonias de las cuales un total de 14 
cepas presentaron un perfil genético diferente entre ellas y a las comerciales. En la figura 1 se 
observa el perfil de elementos delta de las diferentes cepas de S. cerevisiae autéctonas. 


Figura 1. Perfil de elementos delta de las levaduras de S. cerevisiae autéctonas. 


Posteriormente, en la caracterizacién de la capacidad fermentativa de las levaduras 
autéctonas se han obtenido diferencias significativas en la produccién de diéxido de azufre, 
acido acético y grado alcohélico. De las 14 cepas ocho cepas autéctonas presentaron valores 
inferiores a 10 mg/l de diéxido de azufre: P1, P2, P3, P4, P5, P7, L3 y L6. Se descartaron las 
cepas P1 y P2 ya que presentaron una fermentacién més lenta, dejando azucares residuales sin 
consumir. Entre las restantes se escogieron las cepas P3 y PS por su baja producciòn de àcido 
acético y buena capacidad de imposicién compitiendo con otras cepas de S. cerevisiae. (Figura 
2). 


SO, TOTAL ACIDO ACÉTICO 


40 14 
1,2 


1 


30 z 
Sos LI 


25 
08 
8» 
15 
1 


3 06 1 x x 
a dadi) = RAT 
S| r 4 F 0,2 
AZIO il l; ) 


P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 Ll1 ‘2 13 4 IS lE PI P2 P3 Pàa PS P6 P7 P8 l1 uu 13 ld US 6 
Figura 2. Concentracién de diéxido de azufre total y àcido acético producido por las diferentes 
levaduras autéctonas en cultivos puros a escala de laboratorio 


En la segunda fase del estudio, los vinos obtenidos a escala semiindustrial no 
presentaron diferencias  significativas en los anglisis quimicos béàsicos. En las 
microvinificaciones con inéculos puros (control 1, control 2, P3 y P5) la imposiciòn fue 
alrededor de un 100%. En la inoculacién masiva de las 14 cepas autòctonas la levadura P5 se 
impuso alrededor de un 50%, seguida de la P3 con un 20% de imposicién. En el andlisis 
sensorial se observan diferencias significativas en la intensidad de color que es 
significativamente inferior en el vino control con diéxido de azufre (control 1). Se detectan 
diferencias sutiles entre los vinos P3, P5, inoculacién masiva y comercial en los valores de 
crémor, sequedad, astringencia, fruta confitada, fruta seca, verdor, làctico y oxidaciòn (Figura 
3). 
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Figura 3. Diagramas de arafia de los resultados obtenidos en el anglisis sensorial de los vinos. 


4. Conclusiones 


En este proyecto se han seleccionado, identificado y caracterizado un total de 14 cepas 
autbòctonas de Saccharomyces cerevisiae, ocho de las cuales presentan valores de diéxido de 
azufre inferior a 10 mg/l a final de fermentaciòn. De estas ocho dos cepas se descartan por su 
poca capacidad fermentativa. De las 6 restantes se escogieron dos cepas por su buena 
capacidad de imposicién y baja produccién de àcido acético. 


A escala semiindustrial se ha comprobado la eficacia y viabilidad de realizar la 
fermentacién alcohélica inoculando levaduras autéctonas de la propia bodega para obtener 
vinos de calidad libres de diéxido de azufre. Las caracteristicas organolépticas de los vinos de 
estudio han resultado ser comparables a los vinos fermentados con levaduras comerciales con 
y sin adicién de diéxido de azufre, a excepcién del parametro de intensidad colorante que 
disminuye significativamente cuando se afiade diéxido de azufre. 
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RESUMEN: 

Las levaduras son capaces de adaptarse a las condiciones del medio por la secrecién de 
sustancias como el tirosol, triptofol y feniletanol (derivados del metabolismo de 
aminoacidos aromàticos) que ejercen una sefial intracelular. Asimismo, la melatonina que 
se sintetiza durante la fermentacién alcohélica y otros metabolitos relacionados con ésta 
(triptamina y serotonina) son también compuestos bioactivos. El objetivo de este estudio es 
evaluar cémo afectan estos compuestos al crecimiento de diferentes levaduras bajo 
diferentes concentraciones de nitrégeno. El efecto de los compuestos fue diferente para 
cada especie y ademés dependiente de la concentracién de nitrégeno. De forma general los 
compuestos que causaron mayor inhibicién fueron el triptofol, triptamina y serotonina. 


Palabras clave: Levaduras, Quorum sensing, aminoécidos aroméaticos, compuestos 
bioactivos. 


1. Introducciòn 


Durante la fermentacién, el nitrégeno es uno de los nutrientes més limitantes para el 
crecimiento y la actividad de las levaduras. Sin duda, el mayor desequilibrio entre los 
nutrientes bàsicos se da entre la fuente de carbono (azùcares) y la fuente de nitrégeno 
(amonio y aminoacidos). Sin embargo no todas las fuentes de nitrégeno pueden ser 
consideradas igualmente éptimas en cuanto al aumento de biomasa producido. Entre las 
fuentes que producen un crecimiento rapido se encuentran aminoéàcidos como la glutamina, 
asparagina, glutamato y alanina, que producen derivados carbonados, que son rapidamente 
integrados en el metabolismo fermentativo de la levadura. Por el contrario, entre las fuentes 
que producen un menor crecimiento se encuentran los aminoàcidos aromaticos (triptéfano, 
tirosina y fenilalanina) y ramificados (leucina, isoleucina y valina), que producen complejos 
cetoàcidos, que deben ser convertidos en complejos aldehidos y alcoholes superiores para su 
eliminacién (1). A pesar de que los aminofcidos ramificados y aroméaticos no producen altas 
tasas de crecimiento, se acumulan en las primeras fases de la fermentaciòn (1, 2), poniendo de 
esta manera en duda la correlacién asumida entre tasa de crecimiento y preferencia de la 
fuente de nitrégeno. Ademés, el hecho de producir esqueletos de carbono no facilmente 
asimilables también convierte a estos aminoécidos en los més interesantes en la produccién de 
aromas. Estos alcoholes superiores ademàs de su contribuciòn en el aroma del vino, se han 
relacionado con la sefializacién celular y el quorum sensing en levaduras (3). Adicionalmente, 
como resultado del metabolismo del triptéfano, las levaduras producen otros metabolitos 
indélicos relacionados y que presentan actividad biolégica como la serotonina, triptamina y 
melatonina (4, 5). Dichas sustancias tienen un efecto también sobre el propio desarrollo de las 
levaduras, por lo que el conocimiento de su regulacibn y metabolismo pueden resultar 
interesantes. 
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EI objetivo de este estudio es evaluar céòmo afectan estos compuestos bioactivos 
presentes en bebidas fermentadas al crecimiento de diferentes especies de levaduras, en 
medios con diferentes concentraciones de nitrégeno. 


2. Material y métodos 


Las levaduras utilizadas fueron cepas vinicas comerciales, o aislados naturales, del 
género Saccharomyces. Las comerciales fueron: SC20 Levucell, T73, QA23 (Lallemand), y VIN7 
(Anchor) y los aislados naturales: S1, SB, P5. También se estudié el efecto sobre especies no- 
Saccharomyces de interés enolégico, Metschnikowia pulcherrima (Mp4 y la cepa comercial 
FLAVIA (Lallemand)), Torulaspora delbrueckii (Td4 y la cepa comercial BIODIVA (Lallemand)), 
Candida zemplinina (dos aislados naturales Cz4 y Cz1) y Hanseniaspora uvarum (dos aislados 
naturales Hu4 y Hvk). 

Para su crecimiento, se utilizé un medio minimo con Yeast Nitrogen Base (YNB) sin 
aminoàacidos ni amonio, suplementado con bisulfato de amonio (NH4);504, empleando dos 
concentraciones diferentes, 1 mM y 10 mM. Posteriormente, se afiadieron al medio los 
compuestos a estudiar: melatonina, serotonina, triptéfano, triptamina, triptofol, feniletanol y 
tirosol a diferentes concentraciones desde 0,1 ppm a 1000 ppm. En cada caso se inocularon 
2x10° cél/mL a partir de un pre-cultivo crecido también en YNB sin aminoàcidos ni amonio, 
suplementado con 1 mM de (NH),SOx en agitacién continua a 120 rpm y 282C durante 72h. El 
crecimiento (D0600) fue monitorizado durante 48h en un lector de microplacas (BMG 
LABTECH) con lecturas cada 30 min. 


3. Resultados 


Saccharomyces cerevisiae 

De todos los compuestos 
estudiados el que méàs afectò a todas 
las cepas de la especie S. cerevisiae 
fue la serotonina (Fig.1). A elevadas 
concentraciones de serotonina la 
mayoria de cepas eran incapaces de 
crecer. La triptamina sobre todo 
afectò a la fase de latencia de las 
levaduras. El triptofol también afectò 
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actividad quorum sensing, este Figura1. Cinética de crecimiento de la cepa P5 de S. cerevisiae a 
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de morfologia en Saccharomyces cerevisiae (3). 
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Metschnikowia pulcherrima 

Se estudié el efecto 
sobre dos cepas de M. 
pulcherrima, un aislado natural 
(Mp4) y una cepa comercial 
FLAVIA (Lallemand). En ambas 
cepas, el ÙUnico compuesto que 
afecté al desarrollo de la 
levadura fue el triptofol (Fig. 
2). 
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Figura2. Cinética de crecimiento de un aislado natural de M. 
pulcherrima (Mp4) a 1000ppm de compuestos bioactivos, 1mM 
de (NH),5O, 


Para T. delbrueckii también se estudiò el efecto sobre un aislado natural (Td4) y una 
cepa comercial BIODIVA (Lallemand). En el caso de la cepa comercial el efecto fue parecido a S. 
cerevisiae. Los compuestos que més afectaron al crecimiento fueron: serotonina, triptamina y 
triptofol. En el caso de la cepa Td4 su desarrollo Unicamente fue afectado por el triptofol. 
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Figura 3 Cinética de crecimiento de la cepa comercial de 7. del/brueckii (BIODIVA) a 1000ppm 
de compuestos bioactivos, 1MM de (NH4),S04 
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Hanseniaspora uvarum 
En el caso de las dos cepas 20 
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incapaces de crecer. En la figura 4, se 
observa como hay una relacién directa 
entre la concentracién de triptofol en el 
medio, y la disminucién del crecimiento de 
la cepa. Solo en concentraciones bajas (10 
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Figura 4 Cinética de crecimiento de la cepa Hu4 de H. uvarum 
a diferentes concentraciones de triptofol de 10 a 1000ppm, 
10mM de (NH,),50g 
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Candida zemplinina 
EI triptofol y la triptamina también fueron los compuestos que màs afectaron al 
crecimiento en C. zemplinina, 
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Figura 5 Cinética de crecimiento de C. zemplinina Cz1 a 1000ppm de 
compuestos bioactivos, 1ImM de (NH4)3504 


4. Conclusiones 

Se observé que el efecto de los compuestos era diferente para cada especie, y 
dependiente de la concentracién de nitrégeno, cuando la concentracién de nitrégeno era màs 
baja, es decir cuando el medio era suplementado con 1mM de bisulfato de amonio, el efecto 
de los compuestos sobre la levadura era mayor. 

Los compuestos que més afectaron a la cinética de crecimiento de las levaduras vînicas 
estudiadas han sido el triptofol, la serotonina (precursor de la hormona melatonina), y la 
triptamina. 
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RESUMEN: 


En los Ultimos afios se ha destacado el impacto de la biodiversidad levaduriforme tanto en 
la calidad como en la complejidad de los vinos. Recientemente, se ha propuesto el uso de 
levaduras nativas como estrategia para elaborar vinos diferenciados que reflejen el Terroir. 
En este trabajo, se han empleado levaduras tanto no-Saccharomyces como Saccharomyces 
aisladas del DOQ Priorat y seleccionadas por su aptitud enolégica para inocular mosto de la 
variedad Carifiena en condiciones de vinificaciòn industriales. La inoculacién secuencial de 
levaduras no-Saccharomyces y S. cerevisiae resulta una estrategia apropiada para la 
diferenciacién de vinos de calidad de la DOQ Priorat. 


Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, no-Saccharomyces, fermentacién alcohélica y 
Priorat. 


1. Introducciòn 


En la actualidad, existe una marcada tendencia en distintas regiones vitivinicolas 
dirigida a producir vinos con identidad geogràfica. Entre las variables que influyen en el Terroir, 
los microorganismos autéctonos, y en concreto las levaduras, han sido propuestos como 
factores clave en la preservaciòn tanto de la tipicidad como de la complejidad de los vinos (1). 


Ademàs, aparte del uso de recursos microbianos nativos, la biodiversidad de levaduras 
presente a lo largo de la fermentacién alcohélica también juega un papel relevante en las 
caracteristicas finales del vino. Asî, en la uva se encuentran principalmente levaduras 
pertenecientes a especies no-Saccharomyces que a medida que avanza el proceso de 
vinificacién, son reemplazadas por Saccharomyces cerevisiae, debido a que esta especie es la 
dominante durante la fermentacién alcohélica (2). En esta linea, en los Ultimos afios se han 
publicado diversos estudios que sugieren la inoculacién de mostos con consorcios de distintas 
especies de levadura para la elaboraci6n de vinos con una mayor complejidad (3). 


Por ello, el objetivo del presente trabajo ha sido validar a nivel industrial el uso de un 
consorcio de especies de levaduras previamente aisladas de la DOQ Priorat y que ademéàs 
refleje la biodiversidad presente en las fermentaciones espontàneas de la zona. Para ello, se ha 
disefiado un cultivo iniciador que contiene tanto levaduras no-Saccharomyces asi como cepas 
pertenecientes a la especie S. cerevisiae para inocular mosto de la variedad carifiena. 


258 


2. Material y métodos 


2.1 Cepas y produccidn de biomasa 

Dentro de las levaduras no-Saccharomyces se han utilizado 4 cepas pertenecientes a 
las especies Hanseniaspora uvarum (Hu), Candida zemplinina (Cz), Torulaspora delbrueckii (Td) 
y Metschnikowia pulcherrima (Mp). Ademés, se han incluido 3 cepas de S. cerevisiae (SFB1, 
SFB2 y SL1). Todas las levaduras empleadas han sido aisladas de fermentaciones espontàneas 
en la DOQ Priorat y seleccionadas por su aptitud enolégica. Para la produccién de biomasa, las 
distintas cepas se crecieron en medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa, 
1.7% agar) a 28°C. 


2.2 Fermentacibn y muestreo 

Se Ilevaron a cabo dos estrategias de inoculacién en mosto de la variedad Carifiena y 
en condiciones de fermentacién industriales (1050 L). En el primer caso (A), se realizò una 
inoculacién con el consorcio de 4 especies de levaduras no-Saccharomyces formado por Hu 
(1.2:10° células/mL), Cz (6-10° células/mL), Td (10° células/mL) y Mp (10° células/mL), en las 
proporciones encontradas en estudios previos. Tras 24 h se incorporé al tanque de 
fermentacién la mezcla de 3 cepas de S. cerevisiae (poblaci6n total 2.1:10° células/mL). En la 
segunda de las estrategias (B) solo se empled el cultivo formado por las 3 cepas de £. cerevisiae 
a la misma concentracién. De cada uno de los depésitos se retiraron muestras diariamente 
para monitorizar fermentacién. 


2.3 Recuento e aislamiento de levaduras 

Los recuentos de levaduras totales se Ilevaron a cabo en medio YPD, y los de levaduras 
no-Saccharomyces se realizaron en medio agar lisina (LIS) (6.6% Oxoid medio lisina, 0.5% 
lactato potàsico, 0.2% écido làctico). En ambos medios se sembraron placas con diluciones 
seriadas de la muestra, que se incubaron a 28°C durante 2-3 dias. Para el aislamiento y la 
identificaciébn de levaduras se seleccionaron al azar 25 colonias de cada uno de los medios y de 
las muestras correspondientes al mosto, 24 h después de cada inoculacién, mitad y final de la 
fermentaciòn. 


2.4 Identificaciòn y tipificaciòn de levaduras 

Las levaduras se identificaron mediante RFLP-PCR de 5.8S-ITS del rRNA (4). Ademés, los 
resultados obtenidos se complementaron con la secuenciacién de los dominios D1-D2 del gen 
26S del rDNA (5). Por otra parte, los aislados de S. cerevisiae del final de las dos 
fermentaciones se tipificaron a través del anglisis de las regiones inter-delta (6) y los de H. 
uvarum mediante RAPD M13 (7). 


2.5 Andlisis sensorial 

Los dos vinos resultantes se presentaron a un panel de catadores mediante un test 
triangular y otro de preferencia. El panel estaba compuesto por 11 jueces (6 mujeres y 5 
hombres) pertenecientes al Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universitat 
Rovira i Virgili. 


3. Resultados 


La fermentaciòn alcohélica se Ilevé a cabo en 8 dias, lo que se corresponde con una 
cinética fermentativa y de crecimiento éptima (Figura 1). El mosto presentò la composicién 
tipica de los mostos del Priorat, con una mayor presencia de H. uvarum (74%), seguida por C. 
zemplinina (25%) y M. pulcherrima (1%). 
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Figura 1. Cinética fermentativa y poblacibn de levaduras. 


Tras la inoculacién de la fermentacién A con el consorcio de no-Saccharomyces (24 h) 
se obtuvieron aislados de todas las especies inoculadas exceptuando T. delbrueckii. Ademàs, 
tras la incorporacién de S. cerevisiae (24 h Sc, M y F), esta especie dominò el proceso de 
manera gradual tanto en la fermentacibn A como en la B (Figura 2). 
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Figura 2. Dinamica poblacional de las especies de levaduras (YPD). 


Con respecto a la tipificacibn, es importante remarcar que todas las colonias de S. 
cerevisiae aisladas al final de ambas fermentaciones, asi como los aislados de H. uvarum, 
presentaron un patròn electroforético igual al de las cepas inoculadas, por lo que se puede 
deducir que las cepas inoculadas han sido las responsables principales de la fermentaciòn. Los 
vinos resultantes de la inoculacién con los distintos consorcios de levaduras fueron 
evaluados como significativamente diferentes, si bien no hubo una clara preferencia 
por parte de los catadores. 
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4. Conclusiones 


Este trabajo demuestra que el uso del consorcio de levaduras autéctonas, compuesto 
tanto por especies no-Saccharomyces como por S. cerevisiae, permite reproducir en los vinos 
obtenidos la huella microbiana caracteristica del Priorat. Por tanto, las estrategias de 
inoculacién propuestas en este estudio permitirian un acercamiento hacia la producciòn de 
vinos con identidad geogràfica. 
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RESUMEN: 


Durante la fermentacién del mosto de uva, levaduras de las especies Saccharomyces 
dominan claramente sobre las no-Saccharomyces en las etapas finales de la fermentaciòn. 
Varios factores podrian estar relacionados con esta imposiciòn. 


Para realizar la fermentacién, se disefiaron dispositivos utilizando tubos de diflisis, que 
permitfan la difusibn de las principales moléculas del mosto de uva, pero no el paso de 
células de levaduras. Se evaluaron algunos de los factores (contacto célula-célula, 
nutrientes, alcohol y compuestos téxicos) responsables probables de la interaccién entre 
Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora uvarum inoculando una u otra levadura en los 
diferentes compartimentos de los dispositivos. 


Los resultados muestran que la poblacién de H. uvarum cultivable disminuyé drasticamente 
en las Ultimas etapas, cuando S. cerevisiae estaba presente en el otro compartimento, de 
manera similar a las fermentaciones alcohélicas. Por lo tanto, el contacto célula a célula no 
parece ser la causa principal de la falta del cultivabilidad de H. uvarum. Como el fenémeno 
de la pérdida de cultivabilidad siempre aparecia en las etapas finales de las fermentaciones, 
los compuestos relacionados con el desarrollo de la fermentacién (como el etanol o ciertos 
metabolitos secretados por S. cerevisiae) podian estar més estrechamente relacionados con 
la interaccién. Se comprobò que el etanol tiene un efecto letal limitado en las levaduras no- 
Saccharomcyces. Sin embargo, los resultados obtenidos en el andlisis de los metabolitos 
producidos durante la fermentaciòn se ha visto que si que tienen un efecto claro en la 
supervivencia de estas levaduras al final de la fermentaciòn. 


Palabras clave: contacto célula-célula, vino, etanol, compuesto téxicos 


1. Introducciòn 


Distintas especies de las levaduras aparecen durante la fermentacién del mosto de 
uva, y por métodos de anglisis dependientes de cultivo, las especies de Saccharomcyes 
dominan claramente sobre las no-Saccharomcyes en las etapas finales de la fermentacién. La 
pérdida de cultivabilidad de las no-Saccharomyces podria estar relacionada con una nutricién 
limitada (Albergaria et al., 2003); condiciones de fermentaciòn, como oxigeno y temperatura 
(Salvadò et al., 2011); metabolitos secretados por levaduras, como etanol y compuestos 
téxicos (Branco et al. 2014); y el contacto célula a célula (Nissen et al. 2003) entre otros. 


En este estudio, se han disefiado dispositivos que separaban fisicamente levaduras en 
diferentes compartimentos. En estos dispositivos se realizaron fermentaciones alcohélicas, 
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para evaluar el efecto del contacto célula-célula. Asî mismo, sobrenadantes de diferentes 
etapas de la fermentacién con S. cerevisiae fueron inoculados con H. uvarum para determinar 
su cultivabilidad en el entorno creado por S. cerevisiae sin contacto celular. Después, mosto 
sintético con el mismo nivel de azùcar y etanol como los sobrenadantes, fueron utilizaron para 
comprobar si éstos metabolismos son los responsables o hay otros metabolitos implicados. 


2. Material y métodos 


Levaduras, mosto y medios 

Las levaduras de S. cerevisiae y H. uvarum se aislaron de la DOQ Priorat y pertenecen a 
la coleccién del grupo. El mosto utilizado es una dilucién a 200 g/L azùcar desde mosto natural 
concentrado, o mosto sintético con diferentes niveles de azùcar y etanol. El recuento de 
microorganismos se realizé por microscopio éptico y en medio YPD o Agar Lisina. 


Fermentaciones en los dispositivos compartimentalizados 

Como se muestra en la Figura 1, tubos de diàlisis (MWCO 12.4 kDa) se colocaron en 
botellas de 50 mL (A) o 250 mL (B) para establecer dispositivos con dos compartimentos 
independientes. Ambos dispositivos tienen un compartimento interno (el compartimiento 
dentro del tubo de didlisis) y externo (el compartimiento dentro de la botella, pero fuera del 
tubo de dialisis). Otro dispositivo (C) sin el tubo de didlisis se utilizé como un control para el 
dispositivo B. 

Las fermentaciones se realizaron en los tres dispositivos a 25°C con agitaciòn a 120 
rpm. En los dispositivos A, se utilizaron 10 mL de mosto natural en ambos compartimentos 
(Ratio 1:1). En los dispositivos B, 20 mL de mosto natural se introdujo en el compartimiento 
interno y 180 mL externo (Ratio 1:9). En los dispositivos A and B, S. cerevisiae se inoculò en el 
compartimento externo y H. uvarum interno. En los dispositivos C, 200 mL de mosto natural se 
utilizaron, se inocularon simultaneamente S. cerevisiae y H. uvarum. 


Inoculaciòn de H. uvarum adaptadas en medios 

Se recogieron sobrenadantes de diferentes etapas de una fermentaciòn con S. 
cerevisiae utilizando mosto sintético, y se inocularon con células adaptadas de H. uvarum. 
Estas mismas células adaptadas de H. uvarum se inocularon también en YPD y en mostos 
sintéticos imitando los sobrenandantes de S. cerevisiae (el mismo nivel de azùcar y etanol). 

Para comprobar el efecto del etanol sobre la cultivabilidad de H. uvarum, células de 
esta especie fueron cultivadas en mostos sintéticos con la siguiente composicién: 12.5 g/L 
glucosa, 12.5 g/L fructosa y 30 mg N/L nitrégeno) pero con diferentes concentraciones de 
etanol (de 6% a 12% v/v). Se analizaron las poblaciones de H. uvarum tras 48 horas de 
inoculaciòn. 


3. Resultados 


La fermentaciòén en dispositivos A (con el mismo volumen en ambos compartimentos) 
finalizé en 10 dias, con una fuerte disminucién de la cultivabilidad de H. uvarum después de 
seis dias y ninguna recuperaciòn en el dîa 8 (Figura 1 A). La fermentaciòn en los dispositivos B 
con S. cerevisiae en mayor volumen que H. uvarum (9:1) procedié més rapido, y la pérdida de 
cultivabilidad de H. uvarum apareciò antes (disminucién en el dfa 3 y ninguna recuperaciòn en 
el dia 5, Figura 1B). La fermentaci6n mixta en el dispositivo C (Figura 1C) mostrò casi el mismo 
desarrollo de fermentaciòn y poblaciones de levaduras que la fermentacién en dispositivo B, lo 
que indica que no se observaron efectos evidentes del contacto célula a célula. 
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Figura 1 Evolucién de las poblaciones de las levaduras durante las fermentaciones en los dispositivos con tubo de 
dialisis (A, B) o sin tubo de dialisis (C). Lineas continuas pertenecen a placas de cultivo, discontinuas microscopio, 


negras S.cerevisiae en compartimento exterior, y grises H. uvarum en compartimento interno. Simbolos: (&, e )s 
cerevisiae; (de, f ) H. uvarum; (*#£) azùcar consumido. 


En experimentos de inoculacién de H. uvarum en medios, la poblacién de H. uvarum 
cuantificada por microscopia mantuvo siempre un nivel similar, sin embargo, las células no 
siempre eran cultivables. Ademàs no se recuperaron células de H. uvarum de los 
sobrenadantes de la fermentacién con S. cerevisiae en etapa tardia, mientras que las células 
expuestas a mosto sintético simulando los mismos sobrenadantes fueron menos afectadas, y 
la perdida de cultivabilidad procediéò lentamente (Figura 2). Estos resultados parecen indicar 
que los metabolitos secretados por S. cerevisiae durante la fermentacién paren jugar un papel 
importante en la cultivabilidad de H. uvarum, aunque otros compuestos (etanol y azùcar) 
también parecen ejercer algùn efecto. 
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Figura 2 Cuantificacién de las células de H. uvarum después de ser inoculadas en YPD (*81, ‘A),sobrenadante de S. 
cerevisiae ("fi G=)y mosto sintético que imitan S. cerevisiae sobrenadante (== ‘3 ). Las células se cuantificaron 
por microscopia (lineas continuas) y cultivo en placa (lineas discontinuas). 


Células adaptadas de H. uvarum también se inocularon en mostos sintéticos con 
diferentes concentraciones de etanol, y los resultados mostraron que la cultivabilidad 
disminuyò y se correlacioné bien con el aumento de concentracién de etanol. Sin embargo, 10° 
cfu/mL de H. uvarum todavia se recuperaron después de la incubacién durante 48h en mostos 
con etanol de 12% v/v. 


4. Conclusiones 


Los metabolitos secretados por S. cerevisiae, y no el contacto célula-célula, fueron 
probablemente el principal factor causante de la pérdida de cultivabilidad de H. uvarum 
durante la ultima etapa de fermentaciòn. A pesar de que el etanol también desempefié un 
papel en el proceso de pérdida de cultivabilidad, otros compuestos deben ser los responsables 
de tal efecto. 
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RESUMEN: 

Los mercaptanos polifuncionales son importantes en el aroma de los vinos ya que a 
concentraciones de nanogramos/L impactan en su perfil aromatico. En los vinos estos 
mercaptanos estàn unidos a moléculas de cistefna o de glutatién. La liberacién de los 
aromas desde su precursor se produce por la accién enzimàtica R-liasa que poseen algunos 
microorganismos. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la FML sobre la 
liberaciòn de los mercaptanos. El estudio se realizé dos afios consecutivos. En el primer afio 
se estudiaron dos cepas de bacterias. En el segundo se estudiò el efecto de la cantidad de 
bacterias inoculadas sobre la liberacién de los mercaptanos. Ademés, durante los dos afios 
se probò la influencia de la adicién de chips de roble durante la FML en la concentracién de 
los mercaptanos. La cantidad de poblaciones afecta significativamente a la cantidad de 
3AMH producido. Si la FML se realiza en presencia de chips de roble la concentracién de FFT 
y 3AMH es superior (p<0,05). 

Palabras clave: fermentacién malolàctica, mercaptanos polifuncionales. 


1. Introducciòn 


La formaciòn de aromas en el vino es un proceso complejo donde juegan un papel 
importante el tipo de uva, el metabolismo de los microorganismos durante la fermentaciòn y 
cémo se ha conducido la conservacién y crianza de los mismos. 

Entre los aromas importantes directamente procedentes de la uva se encuentran la 4- 
mercapto-4-metil- 2-pentanona (4M4M2P) y el 3-mercaptohexanol (3MH) que tienen aromas 
a boj y frutas tropicales. Estos compuestos son liberados en el proceso de vinificacién de sus 
precursores cisteinicos y del glutatibn. Durante la fermentacién alcohélica se forma el acetato 
de 3-mercaptohexilo (3AMH) con notas de fruta de la pasién. También existen otros 
mercaptanos polifuncionales como el furfuriltiol (FFT), bencilmercaptano (BM) y 2- 
metilfurantiol (2M3F) con origenes diversos, y que se liberan en el vino aportando notas a 
café, empireumàticas etc 

EI proceso de vinificacibn, ademàs de la fermentacién alcohélica, comprende otras 
etapas necesarias para conseguir que el vino tenga las cualidades adecuadas. Durante estas 
etapas tienen lugar cambios organolépticos en el vino, que pueden verse influenciados por 
factores tanto enolégicos como microbiolégicos o tecnolégicos. La fermentacién maloléàctica 
(FML), consiste en la transformacién del àcido mélico, acido duro, en àcido làctico, de sabor 
mas suave. Las bacterias làcticas (BL) Oenococcus oeni son habitualmente las responsables de 
Ilevar a cabo la FML en el vino. Con esta fermentacién bacteriana se consigue la reducciòn de 
la acidez y la modificacién del sabor. 
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Diversos investigadores han encontrado que distintas cepas de BL tienen distintos 
efectos en el vino, tanto a nivel gustativo como aromàtico [1-7]. Las BL metabolizan 
aminoéàcidos transformàndolos en otros productos que deprecian la calidad, como las aminas 
biégenas [8, 9]. Ademés las BL pueden generar compuestos azufrados poco apreciados en el 
vino como sulfuro de dimetilo y HS, en la metabolizacién de la cisteina y la metionina [10, 11]. 
Actualmente, no se tienen muchos datos sobre el efecto de la fermentacibn malolàctica en los 
mercaptanos polifuncionales ni en sus precursores, excepto para el 3-mercaptohexanol. De 
forma general, se ha descrito que el contenido de este compuesto disminuye durante la 
fermentacién malolàctica [12]. Sin embargo Antalick et al. [2], publicaron un trabajo en el que 
estudiaron la modificacién de las caracteristicas frutales tras la FML. Seguùn estos autores, la 
evolucibn del 3MH durante la FML no seguia una tendencia clara, ya que observaron un 
aumento en la concentracién de 3MH durante la misma, no documentada anteriormente. 


2. Material y métodos 


Durante las vendimias de 2012 y 2013 se han vinificado uvas de la variedad Merlot de 
la D.O. Somontano, en la Bodega Pirineos. AI acabar la fermentaciòn alcohélica de un depésito 
de 40000 L el vino obtenido se repartiò en depésitos de 1500L los dos afios de estudio. En 
2012 se probaron dos cepas de bacterias diferentes, Lalvin VP41 y ALPHA (a) (Lallemand, 
Espafia). Ademéas en otro ensayo se inoculò la VP41 en presencia de chips con alto contenido 
en furfural. Estos ensayos se realizaron con chips con diferentes grados de tostado, 0.3 g/L de 
DC310 y 0.5 g/L de DC190, (Boisse France, Vivelys, Francia). En 2013, se estudié el impacto de 
diferentes concentraciones de poblaciones de bacterias (pob 1 y pob 2 (doble cantidad de 
células que la pob 1)) sobre el desarrollo de la FML y sobre el perfil tiélico del vino. La FML se 
realiz6 con la bacteria seleccionada en 2012 (Lalvin VP41 ) a dos niveles de poblacién. En un 
tercer depòsito se repitiò la adicién de chips en condiciones similares a las del 2012. Cada uno 
de los ensayos se realizò por triplicado. Tras finalizar la fermentacién malolàctica, se tomaron 
muestras de todos los depésitos y se analizaron los mercaptanos polifuncionales: 2-furfuriltiol, 
4-metil-4-mercapto-2-pentanona, acetato de 3-mercaptohexilo, 3-mercaptohexanol, 2-metil-3- 
furantiol y benzilmercaptano, siguiendo la metodologia publicada por Mateo-Vivaracho et al. 
[13]. 

Con los datos obtenidos se realizaron estudios ANOVA para determinar si existian 
diferencias significativas entre las diferentes cepas de bacterias, diferentes niveles de 
poblaciones y el uso o no de chips. 


3. Resultados 


En el afio 2012 se realizaron estudios ANOVA de un factor para cada uno de los 
mercaptanos polifuncionales, para determinar si existfan diferencias significativas entre las 
distintas cepas de bacterias inoculadas y la misma cepa inoculada en presencia de chips. 
Respecto al factor cepa no se encontraron diferencias significativas y respecto al factor uso o 
no de chips solo se encontraron diferencias significativas para el FFT y la 4M4M2P (P<0.05). El 
2M3F, 3AMH, 3MH y BM (figuras 1 y 2) alcanzaron concentraciones més altas con la bacteria 
VP41 que con la a. La concentraciòn de 4M4M2P fue también més elevada con la VP41, pero 
en presencia de chips de roble. Por tanto en el afio 2012 se seleccionò la bacteria VP41 para 
inocular los depésitos de 2013. 

En el 2013 se realizaron también 2 estudios ANOVA. En el primero, el factor fue la 
poblacibn de bacterias inoculadas, mientras en el segundo el factor fue el uso o no de chips. 
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En el primer ANOVA en el que se compararon las distintas dosis de bacterias, se 
encontraron solo diferencias significativas para 3AMH (P=0.088). En la gràfica 1 se ve que 
cuanta més poblaciòn de bacterias se inocula, màs 3AMH se produce. Este dato concuerda con 
lo observado en los experimentos de seguimiento de FML. Una poblacién mayor de bacterias 
inoculadas puede producir mayores cantidades de enzimas f-liasas y acetiltransferasas y por lo 
tanto liberar màs 3MH de su precursor y generar el éster 3AMH. 
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Figura 1. Concentracibn de 2M3F, 3MH(/10) y 3AMH para cada uno de los ensayos: a, cuando se inocula la cepa de bacteria 
ALPHA; VP, para las muestras inoculadas con la cepa VP41. Con dos poblaciones, (pob 1 y pob 2) y por ultimo VP+M, para las 
muestras inoculadas con la cepa de bacteria VP41 y chips de roble en los afios 2012 y 2013 


Comparando el uso de bacterias solo o adicionado con chips de roble, los compuestos 
con diferencias significativas fueron el FFT (P=0.017) y de nuevo el 3AMH (P=0.032). Para 
ambos compuestos las concentraciones fueron superiores en el caso de usar chips de roble 
(figuras 1 y 2). Parece como si los chips tuvieran un efecto protector sobre el 3AMH, y por 
supuesto aportasen el furfural necesario para formar FFT. 
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Figura 2. Concentracibn de FFT, BM y 4M4M2P par cada uno de los uno de los ensayos: a, cuando se inocula la cepa de bacteria 
ALPHA; VP, para las muestras inoculadas con la cepa VP41. Con dos poblaciones, (pob 1 y pob 2) y por ultimo VP+M, para las 
muestras inoculadas con la cepa de bacteria VP41 y chips de roble en los afios 2012 y 2013 


La concentracién de 3MH fue més elevada en 2013 en presencia de chips lo contario 
de lo que ocurria en 2012, aunque no significativamente. Las desviaciones estàndar fueron 
muy elevadas por lo que no se pueden sacar conclusiones generales para este compuesto. 

EI BM en 2013 alcanzé concentraciones menores con més poblaciones de bacterias. La 
concentracién de este compuesto apenas se modifica en la presencia de chips. 
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Tanto en 2012 como en 2013, la presencia de madera hace que aumente la 
concentraciòn del FFT (figura 2) y este efecto no depende de la concentraciòn de bacterias. El 
hecho de que exista màs FFT en los depésitos con madera es légico ya que este compuesto se 
puede formar con el furfural extraîdo de la madera y el HS presente en el vino [14] 


4. Conclusiones 


En este estudio se ha encontrado que tanto las cepas de bacterias como el nivel de 
poblaciones influyen en la liberacibn de mercaptanos polifuncionales, especialmente en la 
4M4M2P, el FFT y el 3MHA. Si la FML se realiza en presencia de chips de roble la concentracién 
de FFT y 3AMH es significativamente superior. Por otra parte la realizacibn de la FML en 
presencia de madera favorece el mantenimiento del 3MHA. 
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RESUMEN: 


Se han elaborado a partir de un mosto de uva Pedro Ximénez pasificada tres tipos de vinos: 
Vino Dulce natural, Vino Naturalmente Dulce y Pedro Ximénez tradicional, con los siguientes 
objetivos, a) demostrar que se puede fermentar en condiciones similares a las de bodega 
mostos con elevadas concentraciones de azuùcar; b) elaborar vinos con menor cantidad de 
alcohol adquirido; c) comparar analitica y organolépticamente los vinos dulces obtenidos. La 
fermentacién parcial da lugar a vinos de mayor complejidad aromatica que los obtenidos de 
forma tradicional. Los valores anormalmente elevados de acidez volàtil, unidos al menor 
contenido de azùcar hacen que los vinos parcialmente fermentados tengan un mejor 
equilibrio acidez dulzor. Dado que la tendencia actual es la de obtener vinos con una menor 
graduacién alcohélica, los VND podrian satisfacer los gustos de una parte de los 
consumidores al carecer este tipo de vinos de alcohol afiadido. 


Palabras clave: Fermentaciòn parcial, Pedro Ximénez, VDN, VND, Volatiles 


1. Introducciòn 

La pràctica conocida como el “asoleo” se realiza en zonas viticolas de clima caluroso o 
semiàrido. En Espafia, destacan tres regiones vitivinicolas donde se realiza esta préactica: 
Montilla-Moriles, Màlaga y Xerez, siendo la primera la de mayor produccién. En la regiòn de 
Montilla-Moriles se encuentra el habitat ideal de la variedad de uva Pedro Ximénez, la cual es 
muy versàtil y se emplea para la elaboracién de vinos fino, amontillado, oloroso y palo cortado, 
asi como para elaborar el vino dulce que Ileva su nombre. Éste se obtiene tras someter la uva 
al asoleo durante 7-10 dias. Una vez prensada, se obtiene un mosto con un contenido en 
azùcar en torno a los 450 g/L que se encabeza para evitar la fermentacién [1]. A partir de este 
vino base podemos encontrarnos diferentes Pedro Ximénez (PX) en funcién del tiempo de 
envejecimiento. Organolépticamente destacan los aromas de pasificaciòn (dàtiles, miel, etc.) y 
los torrefactos y balsàmicos desarrollados tras largos periodos de crianza. En boca resultan 
dulces pero equilibrados y muy aromaticos por via retronasal. 


2. Material y métodos 


Mosto y condiciones de fermentaciòn. 
El mosto de uva pasificada se obtuvo de Bodegas del Pino en la D.O. Montilla-Moriles. 


El contenido en azùcar fue de 25 Baume. Una parte se alcoholizò hasta alcanzar un 15% (v/v) 
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para elaborar el vino tradicional (VT). Otra parte del mosto se fermentò, bien con levadura 
autbctona o bien con levadura seleccionada por su osmotolerancia. Una parte de los mostos 
en fermentacién se detuvo cuando el contenido en etanol alcanzò el 8% (v/v) mediante la 
adiciébn de alcohol hasta 15% y aplicando frio obteniéndose de este modo un Vino Dulce 
Natural (VDN). Otra parte se detuvo de forma espontànea, obteniéndose un Vino 
Naturalmente Dulce (VND). Todos los vinos se refrigeraron a 49C. 


Andlisis generales y de compuestos volatiles. Andlisis estadistico. 
Las variables enolégicas se determinaron segun los métodos de referencia. Los 


compuestos volàtiles se determinaron en un Cromatégrafo de Gases Agilent 7890, acoplado a 
un detector de masas MSD 5975C. Los datos obtenidos fueron sometidos a un anglisis 
estadistico mediante el software Statgraphics centurion XVI. 


3. Resultados 


Destacan los valores de la acidez volàatil (tabla 1). Esta aumenta significativamente en 
los VDN y aun més en los VND en relacién al VT. El àcido acético es producido en pequefias 
cantidades durante la fermentaciòn alcohélica [2], siendo valores elevados indicativos de una 
contaminacién microbiana. Sin embargo, en los vinos dulces obtenidos se han descrito valores 
elevados de acido acético sin que exista contaminaciòén [3]. Esto es debido a que las levaduras 
estàn sometidas a un gran estrés osmético lo que les Ileva a producir elevadas cantidades de 
glicerina. Para equilibrar el potencial redox intracelular se produce también àcido acético [4]. 


Tabla 1. Variables enolégicas determinadas. Letras diferentes indican diferencias significativas 


al 95% 
Variable VT VDNa VDNs VNDa VNDs ANOVA 
pH 4,85+0,01 4,73+0,02 4,62+0,01 4,59+0,02 4,55+0,04 abcdd 


Acidez titulable 
(g/L acido tartàrico) 
Acidez volatil 

(g/L acido acético) 


2,15+0,02 3,5+0,1 3,57+0,08 3,61+0,03 3,72+0,03 ab(bc)(cd)d 


0,47+0,02 1,33+0,04 1,40+0,02 1,80+0,02 1,92+0,05 abcde 


IPT 15,7+0,2  15,9+0,1 15,47+0,08 17,1+0,1 17,18+0,07 aabcc 
Absorbancia 420nm 1,19+0,01 1,15+0,02 1,09+0,02 1,23+0,02 1,32+0,03 —abcde 
Etanol %(v/v) 15,0+0,5 15,0+0,5  15,0+0,5 11,0+0,5  11,0+0,5 


VT: Vino tradicional. VDN: Vino dulce natural. VND: Vino naturalmente dulce. Subindice a : levadura autéctona. 
Subindice s: levadura seleccionada. 


La tabla 2, muestra los valores de los ésteres determinados. Estos compuestos tienen 
una gran influencia en el caràcter afrutado de los vinos [3]. Tienen dos vias de formaciòn, la 
primera es quimica y la segunda es microbiolégica. Como consecuencia de la fermentaciòn el 
contenido total en ésteres aumenta de forma significativa, lo que es debido al metabolismo de 
las levaduras. No obstante, debemos tener en cuenta que la via quimica también tiene una 
especial influencia como se observa en el caso de los vinos obtenidos de forma tradicional. En 
este sentido, el hecho de que los vinos dulces naturales tengan un mayor contenido en etanol 
que los naturalmente dulces podria explicar el mayor contenido en ésteres en los primeros en 
relacién con los segundos, aun cuando las levaduras hayan fermentado una mayor cantidad de 
azUcares. 
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Tabla 2. Compuesto volatiles determinados (microgramos/L). Letras diferentes indican 


diferencias significativas al 95% 


Compuesto VT VDNa VDNs VNDa VNDs ANOVA 
Acetato de metilo 81+3 85+3 6444 39+2 58+2 aabcd 
Propanoato de etilo 374+9 152+7 142+4 271+11 239+11 abbcd 
Isobutanoato de etilo 0,0+0,0 3,4+0,2 1,4+0,2 5,8+0,2 2,4+0,1 abcde 
Butanoato de etilo 3,5+0,1 119+4 123+6 96+2 82+3 abbcd 
Acetato de isoamilo 60,2+1,4 193+9 202+9 120+5 105+3 abbcd 
Hexanoato de etilo 2,2+0,2 96,0+0,4 106+5 65+4 60,8+0,8 abcdd 
Heptanoato de etilo 1,6+0,2 16,9+0,9 24+1 16,2+0,9 14,5+0,7 abcbd 
Succinato de dietilo 81,7+2,0 107+5 101+2 226+7 243+10 abbcd 
Octanoato de etilo 3,8+0,1 51,1+0,6 58t1 16,6+0,4 17,2+0,6 abcdd 
Acetato de 2-feniletanol 6,2+0,6 12,1+0,5  12,8+0,5 15,4+0,3 15,0+0,1 abbcc 
G-nonalactona 11,7+0,1 23,0+0,5 23+1 32+1 31,02+0,04 abbcc 
Decanoato de etilo 4,6+0,1 114+2 162+6 3,1+0,2 2,92+0,02 abcaa 
Decalactona 4,7+0,2 4,9+0,2 4,4+0,0 9,4+0,1 7,3+0,2 aabcd 
Dodecanoato de etilo 0,24+0,01 77+4 105+6 1,03+0,07 0,73+0,04 abcaa 
Tetradecanoato de etilo nd 2,1+0,1 2,2+0,1 nd nd abcaa 
Hexadecanoato de etilo 1,58+0,02 7,6+0,3 8,2+0,4 5,9+0,2 7,2+0,3 abcdb 


VT: Vino tradicional. VDN: Vino dulce natural. VND: Vino naturalmente dulce. Subindice a : levadura autéctona. 
Subindice s: levadura seleccionada. nd: no detectado 


Con objeto de estudiar las diferencias entre los distintos vinos se ha realizado un 
andlisis de conglomerados. Con este método las muestras se van agrupando en funcién de lo 
parecidas que son entre si, de modo que cuanto menor es la distancia entre dos grupos mayor 
es la similitud entre estos. Como puede observarse en la figura 1, existe una gran diferencia 
entre el VT y los obtenidos por fermentacién parcial. En segundo lugar, se observan diferencias 
entre los VDN y los VND. En cuanto a la influencia del tipo de levadura usada, las diferencias 
entre son mayores en el caso de los VDN, probablemente porque al final de la fermentaciòn 
alcohélica en los vinos naturalmente dulces las diferencias entre levaduras se atenùan. 


Distancia 


Figura 1. Andlisis de conglomerados. 
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VT: Vino tradicional. VDN: Vino dulce natural. VND: Vino naturalmente dulce. Subindice a : levadura autéctona. 


Subindice s: levadura seleccionada. 
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EI anàlisis organoléptico realizado (figura 2), muestra que el VT presentò la màxima 
puntuacién en intensidad aromatica, dulzor y fruta pasificada (aromas primarios). El resto de 
los vinos presentò una mayor complejidad y mejores valores de acidez. Esto Ultimo, unido a los 
menores valores de dulzor hace que los vinos fermentados presenten un mejor equilibrio 
acidez dulzor que el VT. 


Figura 2. Intensidad de los descriptores organolépticos analizados. 
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VT: Vino tradicional. VDN: Vino dulce natural. VND: Vino naturalmente dulce. Subindice a : levadura autéctona. 
Subindice s: levadura seleccionada. 


4. Conclusiones 


La fermentaciòn parcial de mostos de uva Pedro Ximénez pasificada da lugar a vinos de 
mayor complejidad aromética que los obtenidos de forma tradicional presentando un mejor 
equilibrio acidez dulzor. Dado que la tendencia actual es la de obtener vinos con una menor 
graduacién alcohélica, los VND podrian satisfacer los gustos de una parte de los consumidores 
al carecer este tipo de vinos de alcohol afiadido. 
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RESUMEN: 


El contenido en compuestos fenélicos de la uva puede definir su aptitud enolégica, sin 
embargo también se debe considerar la facilidad con que esos compuestos se extraen al 
vino durante el proceso de maceraciòn. En este trabajo se evaluò el efecto de la trituraciòn 
pre-fermentativa y post-fermentativa de los hollejos en la composicién y calidad del vino, 
centràndonos en el estudio del color y de las distintas familias de compuestos fenélicos del 
vino. Los flavan-3-oles se incrementaron aproximadamente un 80 % respecto al vino 
control. No se produjeron cambios significativos en el contenido total en antocianos libres, 
pero si se observé una disminucién de la luminosidad y un incremento de la componente a* 
en el tratamiento post-fermentaciòn. 


Palabras clave: Compuestos fenélicos, hollejo, vinificaciòn, trituraciòn. 


1. Introducciòn 


La relacibn de los compuestos fenélicos con la calidad sensorial del vino hace que el 
contenido en estos compuestos de la uva sea un parametro de calidad fundamental que define 
su aptitud enolégica, especialmente en la caso de la variedades de uva que se destinan a la 
elaboracién de vinos tintos. Tan importante como el contenido, es la facilidad con que esos 
compuestos se extraen al vino durante el proceso de maceraciòn. 


En la uva tinta los antocianos se localizan en los hollejos, compartimentados en 
vacuolas dentro de las células. Para la extraccién de estos compuestos al vino es necesario que 
las paredes celulares se degraden y la membrana de la vacuola se rompa. En general se acepta 
que la extractabilidad de los antocianos de la piel se incrementa a medida que la uva madura 
por la accién de enzimas pectoliticas que degradan la pared celular [1]. Ademàs, la 
composicibn de la pared celular (grado de metilacién de las pectinas, etc.) es responsable de 
sus propiedades fisicas y determina la extractabilidad de los antocianos, viniendo este factor 
determinado en gran medida por la variedad de uva [2-4]. La variedad de uva Monastrell, 
cultivada principalmente en el sureste de Espafta, tiene un mayor fndice de Extractabilidad de 
los antocianos, que el de otras variedades como Syrah, Merlot o Cabernet Sauvignon 
cultivadas en la misma zona [4], lo que quiere decir que tras el proceso de vinificacién sus 


276 


hollejos retienen una mayor proporcién de los antocianos inicialmente presentes y que 
necesitaria periodos de maceracién més lagos [5]. 


En este trabajo se ha evaluado el efecto que tiene la trituraciòn pre-fermentativa (V- 
PRF) y post-fermentativa (V-POF) de los hollejos en la composicién y calidad del vino obtenido 
a partir de la uva de la variedad Monastrell, centràandonos fundamentalmente en el estudio del 
color y de las distintas familias de compuestos fenélicos del vino. 


2. Material y métodos 


Las uvas de la variedad Monastrell fueron obtenidas del campo experimental del 
IVICAM (Tomelloso), en su momento éptimo de madurez tecnolégica (grado alcohélico 
potencial del orden de 13-14 %) en septiembre de 2014. Tras el despalillado y estrujado de la 
vendimia, ésta se distribuyò en 9 depésitos de 20 kg cada uno, realizàndose vinificaciones por 
triplicado: vino control (V-C), trituracién pre-fermentativa (V-PRF) y post-fermentativa (V-POF). 
En todos los casos la fermentacién-maceracién se prolongé durante 10 dias a 24 2C. En los 
vinos V-PRF las partes solidas de la uva se trituraron en el momento del encubado con la ayuda 
de una trituradora. En los vinos V-POF la trituracién se realizé a los seis dias del encubado, 
cuando la densidad era de aproximadamente 1.005 g/ml. Tras el descube se realizé un trasiego 
y se corrigiò el sulfuroso libre a 25mg/L. Posteriormente los vinos fueron estabilizados por frio 
y se filtraron y embotellaron antes de su andlisis. 


Los paràametros analiticos convenciones del vino (contenido alcohdlico, acidez total, 
pH, acidez volàtil, SO, total, glicerina y caracteristicas cromticas CIEL'a'b') se determinaron de 
acuerdo a los métodos recomendados por la OIV (2014) [6]. La intensidad colorante (IC) se 
estimé de acuerdo al método descrito por Glories [7]. El contenido en antocianos decolorables 
y no decolorables por SO; se determinò siguiendo el método propuesto por Niketic-Aleksic [8]. 
La composiciòn fendlica se analizé mediante cromatografia HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Los vinos se 
utilizaron directamente para el andlisis de antocianos, y de éstos se separò la fraccién libre de 
antocianos para el andlisis de flavonoles y àcidos hidroxicinàmicos [9]. El andlisis de flavan-3- 
oles de los vinos y la caracterizaciébn de sus unidades estructurales se realizé, segun la 
metodologia previamente descrita [10], empleando  pirogalol como reactivo de 
despolimerizaciòn. 


3. Resultados 


EI andlisis de los paràmetros fisico-quimicos clàsicos de los vinos determiné que los 
tratamientos de trituracibn de los hollejos no tuvieron un efecto significativo en la 
composiciòn de los vinos. 


Se observé un incremento significativo en el contenido en antocianos decolorables por 
SO; de los vinos en que se realizò una trituracién post-fermentativa de los hollejos (Tabla 1), 
que indicaria que la trituracién de los hollejos facilita la extraccién de los antocianos al vino 
fermentado. En el caso de los antocianos libres determinados por HPLC y los piranoantoacinos 
la trituracibn prefermentativa de los hollejos produjo una disminuciòn significativa respecto a 
los vinos control. Resultados similares se obtuvieron para los derivados de àcidos 
hidroxicinàmicos y los flavonoles, aunque en este ultimo caso las diferencias no fueron 
significativas. 
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Tabla 1. Contenido en antocianos, flavonoles y derivados de àcidos hidroxicinimicos (DAHC) 
de los vinos de la variedad Monastrell elaborados. 


V-C V-PRF V-POF 
Antoc. decolorables por SO, (mg/L) 369.61 + 8.38 ® 353.71+2.16° 389.11 + 16.29? 
Antoc. no decolorables por SO, (mg/L) 23.35+0.91 25.01 + 6.86 22.75 + 0.67 
Antocianos libres (HPLC)* 152.01 + 15.62? 131.55+3.71° 136.52 + 4.16°° 
Antocianos acilados (HPLC)* 38.32 + 2.51 34.98 + 1.60 35.03 + 0.78 
Piranoantocianos (HPLC)* 3.64 + 0.35® 3.01+0.14° 3.48 + 0.26 °° 
Suma Antocianos (HPLC)* 193.93 + 18.45 169.54 + 5.22 175.04 + 4.54 
Suma Flavonoles (HPLC)** 102.06 + 6.27 95.78 + 8.37 105.44 + 4.47 
Suma DAHC (HPLC)*** 57.20 + 4.96” 35.29 +5.37 ® 50.98 + 3.49? 


Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de 
Duncan (a=0.05). *Resultados expresados como mg equivalentes de malvidina-3-glucésido/L. ** Resultados 
expresado como mg equivalentes quercetina-3-glucésido/L. *** Resultados expresado como mg equivalentes de 
acido caftàrico/L. 


En la tabla 2 se observa que los flavan-3-oles, monémeros, dimeros y polimeros, se 
incrementaron significativamente con la trituraciòn, con un aumento aproximado del 80 % 
respecto al vino control. Se observé un aumento del porcentaje de galoilacién y la diminucién 
de la proporcién de prodelfinidinas, lo que indicaria que la trituracibn incrementò la 
proporcién de flavan-3-oles de las semillas respecto a los de los hollejos en los vinos. El grado 
medio de polimerizacién no cambio significativamente. 


Tabla 2. Contenido en flavan-3-oles de los vinos de la variedad Monastrell elaborados. 


V-C V-PRF V-POF 
Monémeros Flavan-3-oles (mg/l) 139.36 + 7.15 ° 288.44+ 20.27? = 286.15+27.71? 
Dimeros Flavan-3-oles (mg/L) 46.95 + 2.33 127.25+8.26° = 117.66+13.14’ 
Total Flavan-3-oles (mg/L) 296.01 + 38.65° 526.23+81.97° 563.19+39.60° 
Grado medio polimerizaciòn 3.39 + 0.26 3.36 + 0.28 3.62 + 0.08 

% Galoilaciòn 2.69+0.14° 4.82 + 0.16” 6.13 + 0.04° 
%Prodelfinidinas 21.42+ 0.72? 12.97 +1.30 ° 13.55+0.37° 


Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de 
Duncan (a=0.05). 


En la tabla 3 podemos observar que si se produjeron cambios en el color, 
observandose una disminucién de la luminosidad tratamiento post-fermentacién, que son 
también los vinos de mayor contenido en antocianos libres. Respecto a la intensidad colorante, 
también los vinos V-POF mostraron mayores valores. 


Tabla 3. Caracteristicas croméàticas de los vinos de la variedad Monastrell elaborados. 


V-C V-PRF V-POF 

L* 41.67+ 1.17? 38.97 + 1.80? 35.02 + 1.57 ° 
a* 58.90 + 0.38 ?® 56.78+2.11° 60.73 + 1.45? 
b* 18.91+0.44° 19.50+0.74° 22.86 + 1.69? 
C* 61.86 + 0.26 ®° 60.03 + 2.22 ® 64.90 + 1.90? 
H* 17.80+0.48° 19.29+0.50° 20.61+ 1.03? 
Intensidad Colorante 3.18+0.11° 3.38+ 0.16 ° 4.00+0.25* 
Tonalidad 0.73 + 0.03 0.76 + 0.04 0.69 + 0.02 


Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test de 
Duncan (a=0.05). 
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4. Conclusiones 


La trituracibn pos-fermentativa de los hollejos de la uva Monastrell favorece la 
extraccién de los antocianos del hollejo y da lugar a vinos de menor luminosidad. Sin 
embargo, la aplicacién pre-fermentativa de este tratamiento no produjo efectos significativos 
en el contenido en antocianos ni en el color. 
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RESUMEN: 


En esta comunicaciòn, se presentan los resultados de un estudio de un afio de duracién en 
el que se ha comparado el efecto sobre la estabilidad tartàrica, en diferentes tipos de vinos, 
del Poliaspartato de Potasio (KPA) frente al acido metatartàrico bajo la influencia de 
diversos coadyuvantes (goma arabiga, elagitaninos o écido ascérbico). Ademàs de la 
estabilidad tartàrica, en este trabajo se ha seguido la variacién en los paràametros enolégicos 
clàsicos, asi como un andlisis exhaustivo de su composicién volatil complementada con los 
correspondientes analisis sensoriales. Los resultados obtenidos demuestran que el KPA es 
una alternativa valida como método de estabilizacién tartàrica y que no afecta al perfil 
organoléptico de los vinos. 

Palabras clave: poliaspartato de potasio, estabilidad tartàrica, aroma, andlisis sensorial, 
cromatografia 


1. Introducciòn 


La inestabilidad tartàrica esta relacionada con la presencia el vino del àcido tartàrico, 
el méàs abundante de los àcidos orgànicos de las uvas, y cationes como el potasio y el calcio. 
Estos compuestos se encuentran frecuentemente por encima de sus concentraciones de 
saturacibn. Este estado de sobresaturacién es mantenido por la presencia de coloides 
naturales en el vino (polisacaridos o taninos), pero un descenso de la temperatura del vino 
puede romper el equilibrio causando la formacién de cristales de tartrato. Una vez que los 
cristales alcanzan un determinado tamafio precipitan al fondo del contenedor. Si esto sucede 
después del embotellado, los cristales permanecen en el fondo de la botella y son percibidos 
negativamente por el consumidor. 


Existen varias pràcticas enolégicas disponibles para la estabilizacién tartàrica del vino, 
aunque ninguna es del todo satisfactoria para los productores. Estas pràcticas se basan en tres 
estrategias diferentes: la induccién de la cristalizacién, la adicién de inhibidores de 
cristalizacién y la eliminacién del exceso de iones. El tratamiento por frio corresponde a la 
primera categoria y es probablemente el més practicado. En la segunda categoria destacan la 
adicibn de acido metatartàrico (MTA) y carboximetilcelulosa. En la tercera estrategia, se 
encuentra el tratamiento del vino con resinas catiénicas para retirar iones potasio y calcio. 
Todas estas posibilidades presentan limitaciones desde el punto de vista del impacto sensorial 
en el vino, el impacto medioambiental y el coste final del producto. 


EI objetivo del proyecto europeo STABIWINE es el desarrollo de un nuevo método de 
estabilizacibn tartàrica màs econémico y con menor impacto medioambiental. El mejor 
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candidato encontrado para esta tarea es el poliaspartato de potasio (KPA). El KPA es un 
polimero obtenido por condensacién del acido aspàrtico. El material original para la extracciòn 
del acido aspàrtico es la pulpa de remolacha después de la extraccién del azùcar, es por tanto, 
el subproducto de otra industria. Es completamente biodegradable y por su habilidad quelante 
de iones metalicos se ha utilizado como agente desincrustante e inhibidor de la corrosiòn (1). 
En el presente trabajo se presentan los resultados de un estudio de un afio de duracién en el 
que se ha comparado el efecto del KPA sobre la estabilidad tartàrica y el aroma y sabor en 
diferentes tipos de vinos y bajo la influencia de diversos coadyuvantes. 


2. Material y métodos 


EI poliaspartato de potasio fue proporcionado por Esseco Srl (Trecate, Italia). Un 
volumen de 110 L de un vino tinto y la misma cantidad de vino blanco, ambos procedentes de 
Bodegas Ignacio Marin (D.O. Carifena), de 2013 fueron utilizados para los experimentos. Los 
vinos fueron tomados directamente del depéòsito y sin estabilizacién previa. En el caso del vino 
tinto se disefié un experimento factorial completo con tres factores y dos niveles por factor. El 
primer factor fue adiciébn de KPA o MTA (10 g/hl), el segundo factor adicibn de goma aràbiga 
(Maxigum Enartis) 0 o 1 ml/I, y el tercer factor fue la adicién de ellagitaninos en 0 o 5 g/hl (25 
ensayos en duplicado). Después de la adicién de los productos, los vinos fueron embotellados 
y guardados a 20 2C durante un afio, para su anglisis a las 48 h, 6 y 12 meses. Se procedié de 
idéntica forma para el vino blanco pero sustituyendo la adicién de ellagitaninos por écido 
ascorbico en 0 o 5 g/hl. Sobre cada una de estas muestras se determinaron, ademés de los 
paràmetros enolégicos clàsicos, los siguientes andlisis quimicos: estabilidad tartàrica mediante 
cold test (2), estabilidad de color, acidos orgànicos mediante HPLC y compuestos volàtiles 
mediante GC-FID (3) y GC-MS (4). 


Los anadlisis sensoriales se Ilevaron a cabo mediante test triangulares. El panel de 
catadores estaba compuesto por 11 jueces con experiencia previa en andlisis sensorial de vino. 
Los ensayos se realizaron en copas negras normalizadas con 30 ml de vino cubierto con un 
vidrio de reloj. A los jueces se les pidiò que identificaran mediante aroma y sabor la copa 
diferente en diversas comparaciones entre tratamientos. La significatividad estadistica se 
calculé de acuerdo con las recomendaciones de AENOR. Los tratamientos estadisticos se 
realizaron con el software SPSS v. 22 de IBM. 


3. Resultados 


EI objetivo fundamental del experimento era comprobar la eficacia del KPA y diversos 
aditivos en el mantenimiento de la estabilidad tartàrica. Para ello se evaluò la inestabilidad 
tartàrica mediante el denominado “cold test”, consistente en determinar la cantidad de acido 
tartàrico mediante HPLC antes y después de mantener el vino durante 6 dfas a -4 2C (2). Una 
diferencia de concentraciones menor de 0,2 indica una adecuada estabilidad tartàrica. Los 
andlisis de las muestras después de 6 meses de contacto mostraron que tanto los vinos 
tratados con KPA como con MTA eran estables (datos no mostrados). Sin embargo, esta 
situacién cambiò después de 12 meses de contacto (Figura 1). Tanto en el caso del vino blanco 
como en el del vino tinto, el MTA habia perdido su eficacia como estabilizante ya que los 
valores del test de frio eran mayores de 0,3 en todos los casos. Por el contrario, los vinos 
tratados con KPA eran todavia estables tartàricamente ya que las diferencias eran menores de 
0,2. 
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Figura 1: resultados del test de frio después de 12 meses de contacto. Valores mayores indican 
mayor inestabilidad tartàrica. Claves: KPA: vinos tratados con poliaspartato de potasio, MTA: 
vinos tratados con àcido metatartàrico. 0AG sin adiciòn o 1AG 1 ml/I de goma aràbiga afiadida. 
OAsc sin adiciòbn o 5Asc 5 g/hl de àcido ascérbico afiadido. OET sin adicién o SET 5 g/hl de 
ellagitaninos afiadidos. 


EI efecto inhibidor del KPA en la formacién de cristales de tartatro, se basa en la 
adsorcién de las moléculas del polimero en los sitios activos de crecimiento de la matriz del 
cristal. Esto conduce a una nucleacién y crecimiento reducidos y a la formacién de estructuras 
cristalinas distorsionadas (5). Este fenémeno inhibidor permanece después de 1 afio en los 
vinos en el caso del KPA pero no en los vinos que fueron tratados con MTA. 


Un punto crucial en el desarrollo de un nuevo aditivo es asegurar que la tipicidad del 
aroma no se altera con el tratamiento. Para comprobar este punto se determinaron 67 
compuestos volatiles en cada una de las 96 muestras de vino producidas en los experimentos. 
EI anglisis estadistico ANOVA de los datos de composiciòn volatil de las muestras de vino no 
mostrò diferencias significativas que pudieran tener un impacto en la percepcién sensorial de 
las muestras. Desde el punto de vista de la composicién volàtil, se puede asegurar que los 
tratamientos con KPA no modifican sensiblemente el perfil de aromàtico de los vinos. A modo 
de ejemplo, en la figura 2 se muestran los contenidos en acetato de isoamilo en los vinos 
blancos y de dihidrocinnamato de etilo en los vinos tintos. 
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Figura 2: concentraciòn de acetato de isoamilo en vinos blancos (izda.) y dihidrocinnamato de 
etilo en vinos tintos (dcha.) después de 12 meses de contacto. Claves: KPA: vinos tratados con 
poliaspartato de potasio, MTA: vinos tratados con acido metatartàrico. OAG sin adicién o 1AG 
1 ml/I de goma aràbiga afiadida. 0Asc sin adicién o 5Asc 5 g/hl de acido ascérbico afiadido. 0ET 
sin adicién o SET 5 g/hl de ellagitaninos afiadidos. 


Ademàs de evaluar la posible influencia de los tratamientos en los compuestos 
volàtiles, se realizaron ensayos sensoriales para confirmar que no existian diferencias 
organolépticas. Con este objetivo, a lo largo de los 12 meses de experimento se realizaron test 
triangulares basados en el aroma y en el sabor tanto para los vinos tintos como blancos, 
siempre comparando los vinos tratados con KPA frente a los tratados con MTA. En ninguno de 
los ensayos realizados los catadores fueron capaces de encontrar diferencias significativas que 
permitieran asegurar una alteracién del perfil organolépticos de los vinos causado por el 
tratamiento con KPA. 


4. Conclusiones 


Después de un experimento de un afio de duracién en el que se han analizado 
exhaustivamente las eficacia en la estabilizacién tartàrica y el impacto sensorial, se puede 
afirmar que el poliaspartato de potasio es un aditivo eficaz para prevenir la formacién de 
cristales de bitartrato en las botellas de vino y supone una alternativa màs econémica que la 
estabilizacién por frio. Igualmente se ha podido confirmar mediante angdlisis quimicos y 
sensoriales que el poliaspartato de potasio no altera el perfil organoléptico de los vinos. 
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RESUMEN: 


Tradicionalmente, la segunda fermentacién en botella, para la elaboraciòn de cava, se realiza 
mediante la inoculacién de levaduras en formato libre, lo que condiciona un proceso de 
removido y eliminacién de lfas muy lento y laborioso. El uso de levaduras inmovilizadas en 
soportes naturales, que no aporten sustancias extrafias al vino es una alternativa viable que 
permite reducir y simplificar estas etapas. En el presente trabajo se compara la composiciòn 
de cavas obtenidos después de 15 meses de crianza, estableciendo como factores de 
variaciébn las temperaturas de 10 y 14°C y el formato de inoculacién de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae P29 inmovilizada en forma de biocapsulas y en forma libre. Se han 
cuantificado 17 variables enolégicas y 11 compuestos volàtiles mayoritarios en los cuatro 
lotes. Mediante un analisis de varianza multiple se han establecido 10 compuestos o 
fracciones que dependen del formato de inoculacién y 15 de la temperatura. 


Palabras clave: Cava, bioinmovilizacién, segunda fermentaciòn, volatiles. 


1. Introducciòn 


Numerosas investigaciones sobre los vinos espumosos se han enfocado al estudio de 
los fenémenos de autolisis de las levaduras, las enzimas implicadas y los productos liberados 
durante la fase de crianza sobre lias de levaduras y elevadas presiones de CO;. Otros factores 
como la cepa de levadura, el vino base y el tiempo de crianza y su influencia sobre el perfil 
aromatico del vino espumoso han sido tratados también en algunas publicaciones [1]. Sin 
embargo, se han realizado pocas investigaciones sobre el comportamiento de las levaduras en 
la segunda fermentacibn en botella [2], particularmente sobre el efecto que el formato 
utilizado en el licor de tirage como cultivo iniciador (levaduras libres o inmovilizadas) posee 
sobre los contenidos en los compuestos volàtiles secundarios de la fermentacién, relacionados 
con el aroma [3, 4, 5]. 

Recientes estudios realizados en el INCAVI y en el grupo de investigacién Vitenol de la 
Universidad de Cérdoba han demostrado que las células de levadura bioinmovilizadas sobre 
un hongo GRAS, aplicadas a la segunda fermentacién en botella, poseen la misma efectividad 
fermentativa y proporcionan cavas con las mismas caracteristicas de espumabilidad y 
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persistencia de espuma que los cavas elaborados de forma tradicional y poseen las mismas 
caracteristicas enolégicas generales. Ademés, el uso de bio-capsulas presenta como ventaja 
sobre el formato libre que el proceso de removido se puede realizar en menos de dos minutos 
[6]. En el presente trabajo se han elaborado cavas con quince meses de crianza utilizando para 
la segunda fermentacién en botella el mismo vino base y la misma levadura en dos formatos 
(libre e inmovilizada como bio-capsulas) y dos temperaturas (10 y 14°C), con el objetivo de 
comparar su efecto sobre la composicién de los cavas obtenidos. 


2. Material y métodos 


Como inéculo se utilizé la levadura S. cerevisae P29 (CECT 11770), aislada por el INCAVI 
en la D.O. Penedès, en dos formatos. Uno de ellos corresponde a células libres inoculadas con 
adicién de 0.6 mg/L de bentonita y otro a la misma cepa de levadura inmovilizada en forma de 
biocapsulas. En ambos casos se inoculé una poblacién de 1x10° células/mL. Las bioc4psulas de 
levadura se obtuvieron de acuerdo a la patente WO02012175774 en la Universidad de Cérdoba. 
La segunda fermentacién se Ilevé a cabo en botellas estàndar de 750 mL, utilizando como vino 
base el obtenido con la mezcla de uvas 50 % Macabeu + 30 % Xarel-lo + 20 % Parellada, y un 
contenido en etanol de 10.8 % v/v, 6.4 g/L acidez total y pH 3.05, al que se afiadieron 21 g/L de 
sacarosa. Se prepararon dos lotes de botellas, uno conteniendo las levaduras en formato libre 
y otro con las levaduras inmovilizadas y la mitad de cada lote se sometiò a fermentacién a una 
temperatura de 10°C y la otra mitad a 14°C. La actividad fermentativa se controlò midiendo el 
incremento de presién de CO, en la botella mediante un afrémetro interno y después de un 
periodo total de 15 meses se procediò al andlisis de 3 botellas del cava obtenido en cada una 
de las cuatro condiciones estudiadas. 


El contenido en etanol, azùcar, acidez total, acidez volàtil, pH, sulfuroso libre y total, se 
analizé segun los protocolos establecidos por la OIV. El àcido mélico, acido làctico, glicerol y 
nitrégeno amoniacal y aminico se analizaron mediante método enzimàtico. Las absorbancias a 
las longitudes de onda de 280, 420, 520 nm se determinaron en un espectrofotémetro Uv-Vis. 
Los compuestos volàtiles mayoritarios y 2,3-butanodiol se cuantificaron por inyecciòn directa 
del cava en un cromatégrafo de gases segùun el método descrito en [7]. Finalmente, se 
determiné la capacidad espumante (HM: espumabilidad; HS: persistencia de la espuma) 
mediante el sistema Mosalux. Los datos mostrados corresponden a las medias de tres botellas 
distintas del mismo lote analizadas por triplicado y han sido sometidos a un angdlisis de la 
varianza multiple de dos factores con interaccién (MANOVA) aplicando previamente el test de 
Levene como prueba de homogeneidad. El software de angdlisis estadistico usado fue 
Statgraphics Centurion XVI. 


3. Resultados 


Los lotes fermentados a 10°C presentaron una cinética de produccién de CO, més lenta 
que los fermentados a 14°C. Los inéculos de levaduras libres iniciaron la fermentaciòn antes 
que las biocapsulas a 14°C (dia 4 y 13, respectivamente) y también a 10°C (dia 11 y 25, 
respectivamente). Ambas fermentaciones finalizaron a los 60 dias a 14°C y a los 109 a 10°C. 


La Tabla 1 muestra los valores medios y desviacién estàndar de las caracteristicas de 
los cavas elaborados en las cuatro condiciones estudiadas, después de un periodo de 15 
meses. También figuran los niveles de significacién (a), obtenidos con el analisis de la varianza 
de dos vias usando formato, temperatura y su interaccibn como fuentes de variacién. Los 
resultados indican que la mayoria de las variables no dependen del formato y sélo muestran 
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diferencias significativas a un nivel a < 0.05, la altura màxima y la estabilidad de la espuma, 
que presentan valores ligeramente mayores en las fermentaciones Ilevadas a cabo con células 
libres. Por otro lado, contenido en calcio, absorbancias a 420, 520 y la intensidad colorante, 
son dependientes de la temperatura de fermentacién y presentan valores mayores a 14°C 
mientras que el nitrégeno aminico, que también depende de la temperatura, presenta el valor 
minimo a esta temperatura. Por Ultimo, sélo etanol y nitrégeno aminico presentan un nivel 
significativo de la interaccién formato-temperatura, lo que indica que existe una relacién entre 
estos dos factores que justifican las diferencias observadas. 
Tabla 1. Caracteristicas enolégicas y andlisis de varianza de los cavas elaborados con la levadura P29 en dos formatos de 


inoculaciòn y a dos temperaturas después de 15 meses. Los valores de a indican la dependencia de cada compuesto con la 
fuente de variaciòn considerada (F=Formato y T= Temperatura) y con la interacciòn (FxT). 


Libres Biocdpsulas Nivel significaciòn a. 
Compuesto T=102C T=142C T=102C T=14 2C 

Media Desv. Media Desv.|Media Desv. Media Desv. 

Aztcares (g/L)} 0.20 0.00 0.27 0.06] 0.27 0.06 0.30 0.00|0.0667 0.0667 0.4996 

Etanol (% v/v)| 12.05 0.03 12.02 0.01) 12.00 0.04 12.04 0.02|0.4236 0.6844 0.0353 

pH| 3.12 0.01 3.12 0.01| 3.12 0.01 3.12 0.00/0.5796 0.1215 0.5796 

Acidez total (g/L)| 5.60 0.00 5.53 0.06] 5.60 0.00 3.87 2.92/0.3513 0.3163 0.3513 

Acidez Volatil (g/L)} 0.25 0.02 0.25 0.01) 0.25 0.01 0.24 0.01|0.3319 0.3319 0.6195 

Acido Malico (g/L)} 1.73 0.15 183 0.06| 1.77 0.12 170 0.10/0.4609 0.8028 0.2328 

Acido lactico (g/L)| 0.47 0.06 0.40 0.00| 0.40 0.00 0.40 0.00|0.0805 0.0805 0.0805 

Ca (mg/l) 92 5 98 1 92 1 97 1|0.9103 0.005 0.7363 

A420 (UA) | 0.073 0.001 0.080 0.003| 0.072 0.001 0.078 0.001|0.0754 0.0001 0.5927 

A520 (UA) | 0.008 0.001 0.010 0.001) 0.007 0.000 0.010 0.002|0.8196 0.032 0.8196 

IC(UA)| 0.081 0.002 0.090 0.003| 0.079 0.002 0.088 0.003|0.2725 0.0004 0.8196 

Hm (altura maxima)| 25.3 25 270 3.6] 18.3 6.7 16.7 40) 0.01 1.000 0.5367 

Hs (altura estabilidad)) 14.0 5.6 183 74 9.7 0.6 7.7, 4.6|0.0363 0.7062 0.3199 

NFA(mg/l)| 65.0 10 637 12| 66.0 17 650  3.6|0.3729 0.3729 0.8961 

Namiînico (mg/Ll)| 5.67 0.58 3.67 0.58| 5.33 0.58 5.33 0.58/0.0805 0.0171 0.0171 

N amoniacal (mg/L)| 59.33 1.15 60.00 1.00| 60.67 115 59.67 3.21|0.6558 0.8812 0.4626 


F T FxT 


Todos los cavas presentan contenidos en los compuestos del aroma y polioles muy 
similares, aunque las diferencias obtenidas para algunos compuestos son significativas 
estadisticamente (Figura 1). En resumen, pràcticamente todos los compuestos volàtiles 
analizados dependen significativamente del formato y presentan menores contenidos cuando 
se usan biocapsulas de levadura. Sélo acetato de etilo, isobutanol y succinato de dietilo entre 
los volàtiles y 2,3-butanodiol (/evo y meso) junto a glicerina no dependen del formato. Todos 
los compuestos dependen también significativamente de la temperatura de fermentaciòn, 
con la excepciòn de metanol, acetoîna y lactato de etilo. Finalmente, la interacciòn formato- 
temperatura presenta niveles significativos para todos los compuestos a excepcién de 
metanol, propanol-1, isobutanol, alcoholes isoamilicos y succinato de dietilo. 


Mediante la cata triangular realizada por 8 catadores expertos se obtuvieron 
diferencias no significativas en cuanto a los formatos de inéculo utilizados, siendo los cavas 
elaborados con biocapsulas a cualquier temperatura mejor valorados en el test de preferencia. 
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre formatos y temperaturas en las 
puntuaciones de los descriptores valorados, aunque los cavas elaborados con biocépsulas a las 
dos temperaturas obtuvieron una mejor puntuacién en aroma y sabor. 


4. Conclusiones 


La segunda fermentacién en botella realizada con las biocapsulas de la levadura P29 
permite obtener cavas con menores contenidos en compuestos mayoritarios del aroma 
relacionados con olores pesados, lo que aumenta su calidad sensorial. También la temperatura 
de 14°C permite la obtencién de cavas con menores contenidos en estos aromas. 
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Figura 1. Contenidos medios en compuestos voldtiles mayoritarios de los cavas después de 15 meses de fermentaciòn y 
crianza con la levadura P29 en dos formatos de inoculaciòn (células libres y biocapsulas) y a dos temperaturas (10 y 15 2C). 
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RESUMEN: 


La inmovilizacién de levaduras en soportes naturales se està estudiando como una 
alternativa al uso de levaduras libres durante la segunda fermentacién en botella para la 
elaboracién de cava, facilitando las etapas de removido y eliminacién de las lias. Por otro 
lado, el consumo de cava rosado ha incrementado en los ùltimos afios y evitar la evolucién 
del color es un factor clave a tener en consideracién. En este trabajo se han analizado las 
caracteristicas fisicoquimicas, cromaticas y sensoriales de dos lotes de cava a los 4, 14 y 20 
meses de crianza, uno obtenido mediante un sistema orgànico de inmovilizacién celular: las 
biocapsulas, y otro fermentado con la misma cepa de levadura (P29 — CECT 11770) en forma 
libre con bentonita. Se detectò una disminucién de IC, polifenoles y concentracién de 
antocianinas respecto al vino base a lo largo de la crianza en ambos lotes, aunque fue més 
acusada en los cavas fermentados con levaduras libres. En la cata descriptiva, los cavas 
elaborados con biocàpsulas se puntuaron mejor en intensidad de color, aroma, persistencia 
y valoraciòn final. 


Palabras clave: cava rosado, biocapsulas, color, andlisis sensorial 


1. Introducciòn 


La inmovilizacién celular en procesos fermentativos es un campo de investigacibén en 
expansién debido a su atractivo técnico y a sus ventajas econémicas, comparado con el uso de 
células libres (1). En la industria elaboradora de vinos espumosos por el método tradicional 
como el Champagne en Francia, Talento en Italia o Cava en Espafia, se ha estudiado la 
repercusién cualitativa del uso de levaduras incluidas en diferentes formatos y soportes de 
inmovilizacién para facilitar el proceso de removido y aclareo de las botellas (2, 3). 

Aunque la mayorîa de los cavas elaborados por el método tradicional se producen a 
partir de variedades blancas, el uso de las variedades tintas para elaborar cavas rosados ha ido 
creciendo en los ùltimos afios, pasando de 2,5 millones de botellas en 2001 a màs de 20 
millones en 2014 (www.crcava.es). Los estudios recientes sobre vinos espumosos rosados 
elaborados con levaduras libres se han centrado bàsicamente en la evolucibn de los 
compuestos fenélicos durante la crianza (4), evolucién de los compuestos volàtiles (5,6) o el 
papel de distintos constituyentes en las caracteristicas de la espuma (5,7). No obstante, no se 
ha encontrado ningùun estudio donde se hayan comparado las caracteristicas enolégicas y 
cualitativas de espumosos rosados elaborados con levaduras inmovilizadas y libres. 

EI objetivo del trabajo ha sido evaluar las variables enolégicas, cromàticas y sensoriales 
de cavas rosados monovarietales de Pinot noir a distintos tiempos de crianza elaborados con 
un inéculo de levaduras encapsuladas mediante un novedoso sistema, las biocàpsulas, 
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consistente en la bioinmovilizacibn espontànea entre un hongo y las células de levadura que 
realizan la segunda fermentaciòn. Las caracteristicas que le confieren al cava las biocapsulas se 
han comparado con una segunda fermentacién en botella del mismo lote de vino base 
inoculado con células libres de la misma cepa de levadura con bentonita como clarificante. 


2. Material y métodos 


Los lotes de cava se elaboraron en la bodega experimental de INCAVI siguiendo el 
método tradicional a partir de un vino base monovarietal de Pinot noir. El licor de tiraje estaba 
compuesto por la levadura S. cerevisiae P29 (CECT 11770), perteneciente a la colecciòn de 
levaduras de INCAVI, y sacarosa (22 g/L). En la elaboracién de los cavas se utilizaron dos 
formatos de inéculo: células libres e inmovilizadas en biocapsulas. El inéculo de levaduras 
libres se preparò con la finalidad de obtener una concentracién final dentro de la botella del 
orden de 1 x 10° células/mL. En este lote se adicioné bentonita (0,6 mL/L) (Adjuvant 83, Station 
Oenotechnique de Champagne, Epernay, France). La inmovilizacién de la cepa P29 en forma de 
biocapsulas se efectuò en el Departamento de Microbiologia de la Universidad de Cérdoba (8). 
EI numero de biocapsulas introducidas en cada botella se calculò para realizar un inéculo 
equivalente a 1 x 10° células/mL. La fermentacién se realizé a una temperatura de 142C y se 
controlé a través de la medida periédica de presién. Transcurridos 4, 14 y 20 meses de crianza, 
se clarificaron y abrieron 3 botellas de cada uno de los dos lotes para su anglisis. 

Los paràametros enolégicos generales se cuantificaron segun los métodos descritos por 
la OIV (9). EI acido mélico, àcido léctico, glicerol y nitrégeno amoniacal y amînico (NFA) se 
analizaron mediante método enziméàtico (multi-parametric analyzer Lisa 200, TDI, Barcelona, 
Spain). Los paràmetros cromàticos: A.g9, A320, A420, As20, Agzo Y las coordenadas Cielab se 
determinaron en un espectrofotémetro Lambda 25 UV-Vis (Perkin —Elmer, Massachusets, 
USA). El ibn Ca se analizé mediante espectrometria de absorcién atomica por llama (FAAS) en 
un equipo Perkin-Elmer 280 (9). La composicién antociànica se determiné por HPLC-DAD (10). 

A los 14 y 20 meses de crianza se realizé una cata descriptiva con un panel de 8 
catadores. 

El tratamiento estadistico se efectuò con la aplicacibn informética SPSS 15.0.1 (IBM 
SPSS Statistics, New York, USA). Los resultados representan la media de tres repeticiones (3 
botellas distintas del mismo lote). Para todos los paràmetros estudiados se realizé un andlisis 
de la varianza (ANOVA). 


3. Resultados 


Se analizaron distintas variables en diferentes periodos de crianza: 4, 14 y 20 meses, 
dando especial importancia a la evolucién de las relacionadas con el color. La Tabla 1 muestra 
los valores medios y la desviacién estàndar de los principales paràmetros enolégicos. No se 
encontraron diferencias significativas atribuibles al formato de inéculo de la cepa P29. La 
fermentacién se dio por completada a los 25 dias en el lote con células libres y a los 32 en el 
que contenia biocapsulas. Como se puede observar a los 4 meses los dos lotes no contenian 
azUcares fermentables. 

EI formato de inéculo de la levadura tampoco influy6 significativamente en el 
contenido global de polifenoles (IPT), antocianos, taninos y color, aunque durante la crianza se 
produjeron pérdidas de IPT e IC respecto al vino base en ambos lotes (Figura 1). No obstante, 
esta disminucién fue mayor en los cavas elaborados con células libres y bentonita, 
probablemente debido a los fenémenos de adsorcién de componentes del color por las 
levaduras relacionado con una mayor superficie de contacto con la matriz del vino en formato 
libre. 
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Se analizé el perfil antocianico en los dos lotes a los 14 y 20 meses de crianza en 
botella. La concentracibn total no superò 10 mg/L, siendo al menos un 30% de ellas 
piranoantocianinas. El contenido total apenas varié durante la crianza en botella, pero fue 
aumentando el contenido de piranoantocianinas, sobre todo vitisina A en cavas elaborados 
con células libres. 


Tabla 1. Principales caracteristicas enolégicas de los cavas rosados después de 4, 14 y 20 meses de crianza en los dos 
formatos de inoculacién de la levadura P29: células libres y biocdpsulas. 


4 meses 14 meses 20 meses 
Libres Biocapsulas Libres Biocapsulas Libres Biocapsulas 
Grado 
alcohélico | 11,45 +0,04 11,32 +0,02 11,39+0,04 11,29+0,01 11,42+0,04 11,30+0,13 
(% vol) 
Aziicar (g/L) . 0,20+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 
a 5,15+0,07 5,15+0,07 5,10+0,00 5,20+0,00 5,20+0,10 5,20+0,10 
pra 0,49+0,01 0,46+0,03 0,43+0,01 0,40+0,00 0,42+0,01 0,39+0,01 
pH 3,09+0,00 3,08+0,00 3,11+0,00 3,11+0,01 3,11+0,01 3,09+0,01 
ara 0,30+0,00 0,30+0,00 0,20+0,00 0,10+0,00 0,20+0,00 0,10+0,00 
dna 1,25+0,07 1,25+0,07 1,25+0,07 1,25+0,07 1,20+0,00 1,30+0,00 
Ca (mg/l) 90,00+0,00 90,00+0,00 86,50+0,71 89,50+0,71 86,00+0,00 89,00+0,00 
NFA (mg/l) | 30,00+1,41 32,50+2,12 30,00+1,41 29,00+0,00 29,67+1,53 30,67+0,58 
Glicerol (g/l) | 5,35+0,07 5,35+0,07 5,25+0,07 5,20+0,00 4,8740,21 5,17+0,06 


Figura 1. Contenido en polifenoles totales (IPT)e intensidad colorante (IC) del vino base y los cavas rosados 
elaborados con levaduras libres o levaduras inmovilizadas en biocdpsulas a distintos tiempos de crianza. 
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Se realizé un analisis organoléptico a los 14 y 20 meses mediante una prueba 
descriptiva en la que se pedia al panel de catadores que puntuaran del 0 al 9 un total de 15 
descriptores para definir los cavas a nivel de color, aromatico y gustativo (Figura 2). Aunque no 
existieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos lotes, en general, los cavas 
rosados elaborados con biocàpsulas se puntuaron ligeramente mejor en la mayoria de 
descriptores. 


Figura 2. Andlisis organoléptico descriptivo de los cavas rosados de Pinot noir a los 14 y 20 meses de crianza. 
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4. Conclusiones 


EI uso de levaduras inmovilizadas en biocapsulas para la elaboracién de cavas rosados, 
aparte de presentar la ventaja adicional de facilitar el proceso de removido y extracciòn de las 
las de levadura, se ha comprobado que mantiene mejor la intensidad del color del producto a 
lo largo de la crianza respecto a la fermentacién tradicional con levaduras libres. Ademés en el 
aspecto sensorial, los cavas elaborados con levaduras inmovilizadas destacan por una mejor 
intensidad y calidad en boca, una buena intensidad aromàtica y una mejor aceptacién final. 
Por lo tanto, este sistema podria ser una buena alternativa tecnolégica para preservar el 
aspecto visual y organoléptico de cavas rosados de larga crianza. 
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RESUMEN: 


Los residuos generados por la industria del vino (orujos), principalmente durante la 
vinificacibn de vinos blancos, son una fuente importante de compuestos aromàticos y 
fendlicos. Sin embargo, estos orujos de uva son altamente perecederos y estacionales, por 
lo que requieren un método de conservacién adecuado. A este respecto, la liofilizacién, en 
comparaciòn con métodos de secado convencionales, es una buena alternativa ya que 
preserva la calidad de la materia prima. Asi, la liofilizacibn apenas causò pérdidas de 
volàtiles varietales, tales como terpenos y compuestos C6, ni incrementos en la 
concentracibn de compuestos tipo furano. Ademéàs, no se observaron cambios en las 
cantidades de compuestos fenélicos con respecto a los hollejos frescos. Por otro lado, la 
maceracién de orujos Moscatel liofilizados permitié mejorar el aroma de vinos blancos 
elaborados a partir de uvas Airén, una variedad considerada neutra, sin afectar 
negativamente a su color. Estos vinos fueron mejor valorados por los catadores que los 
macerados con hollejos Moscatel frescos. 


1. Introducciòn 


La gestiébn de los residuos generados por las bodegas es uno de los principales 
problemas de la industria enolégica, principalmente en paises como Espafia y, concretamente, 
en Castilla-La Mancha con més del 50 % del total de vifiedos espafioles. 


El orujo de uva es un producto altamente perecedero y debido a los enormes 
volùumenes de residuos generados durante la temporada de vendimia, la utilizacién de los 
orujos de uva fresca es inviable, por lo que requiere un método adecuado de conservacién o 
uso apropiado. Una de las opciones de mayor valor es la recuperacién de los componentes 
bioactivos, que podrian ser utilizados en otras industrias, sin embargo, el potencial aromatico 
de las uvas, concentrado principalmente en los hollejos, no puede ser olvidado. 
Concretamente, en la vinificacibn en blanco, este potencial, en muchos casos, no es 
suficientemente explotado. La obtencién de extractos ricos en compuestos volàtiles està muy 
condicionada a la técnica de extracciébn empleada. Por este motivo, el secado se plantea como 
una alternativa para el aprovechamiento del potencial, tanto volàtil como polifenélico, 
presente en los orujos. 
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En este sentido, el propésito de nuestro estudio fue evaluar, en primer lugar, el 
impacto de la liofilizacibtn en el potencial aromatico y polifénolico de los hollejos de uvas 
blancas obtenidos a partir de subproductos de vinificacién (orujos), con el fin de obtener un 
producto estable y de calidad. Este método de secado se seleccioné después de Ilevar a cabo 
un estudio preliminar sobre el efecto de diferentes procesos de deshidratacién en la calidad 
del aroma de hollejos de uvas blancas. Posteriormente, los hollejos liofilizados fueron 
utilizados para mejorar e incrementar las caracteristicas quimicas y sensoriales de un vino 
blanco obtenido a partir de una variedad de uva neutra “Airén”, mediante maceraciòn 
prefermentativa. 


2. Material y métodos 
Muestras. 


Los hollejos se obtuvieron de los orujos (mezcla de hollejos y pepitas) generados 
durante la vinificacibn de uvas de la variedad “Moscatel de Alejandria” en la bodega 
experimental de la UCLM, Ciudad Real, Espafia. El contenido inicial de humedad de los hollejos 
frescos fue del 73,5% en peso seco, mientras que en los hollejos liofilizados se alcanzé un 
humedad del 9,5 % en peso seco. 

Los vinos blancos fueron obtenidos a partir de uvas Vitis vinifera variedad “Airén” con 
y sin maceracién prefermentativa con hollejos Moscatel frescos y liofilizados. 


Compuestos volatiles. 


Para el andlisis de los compuestos volàtiles mayoritarios, a 1,5 mL de muestra de vino 
se le afiadié 90 uL de 2-pentanol como patrén interno (1 g L!). Las muestras se inyectaron 
directamente, en modo Split, en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard modelo 5890N 
serie II, acoplado a un detector de ionizaciòn de Ilama (FID). Para Ilevar a cabo la separaciòn 
cromatogràafica, se utilizé una columna capilar CP-Wax 57 CB Chrompack (50 m x 0,25 mm dii.; 
0,25 um de espesor de fase estacionaria). 

Por otro lado los compuestos volàtiles minoritarios de los hollejos se extrajeron 
mediante extraccibn-destilacién simultàneas (SDE). La extraccién se Ilevé a cabo a presiòn 
atmosférica durante dos horas, utilizando diclorometano como disolvente. Mientras que los 
compuestos volàtiles minoritarios de los vinos fueron aislados mediante la técnica de 
extracciòn en fase sélida (SPE), con cartuchos de estireno divinilbenceno Licrolut EN Merck de 
0,5 g de fase y diclorometano como disolvente de eluciòn. 

EI andlisis cromatografico de ambos extractos (hollejos y vinos) se realiz6 en un 
cromatégrafo de gases modelo 6890N acoplado a un detector de masas modelo 5973 inert, 
(Agilent Technologies) y equipado con una columna capilar BP-21 (60 m x 0,25 mm di.i.; 0,25 
um de espesor de fase estacionaria). 


Compuestos fenélicos. 


La identificacién, separacibn y cuantificacién de los compuestos fenélicos de hollejos y 
vinos se Ilevé a cabo mediante el andlisis de los extractos por cromatografia liquida de alta 
resolucibn utilizando un cromatégrafo HPLC modelo Agilent 1100, equipado con un detector 
de fotodiodos alineados - DAD (G1315B) y acoplado a un espectrémetro de masas con trampa 
ibnica (G2445C) VL con sistema de ionizacién por electroespray (ESI-MS"). Los datos de los 
espectros fueron procesados a través del software Agilent ChemStation (B.01.03) y el 
programa del Tap Agilent LC/MS versién 5.3. 
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Como fase estacionaria se utilizé una columna cromatogràfica de fase inversa Rapid 
Resolution Agilent Zobrax Eclipse XDB-C18, de 150 mm de longitud x 2,1 mm de diametro 
interno, con 3,5 um de tamafio de particula, protegida por una columna guardia Zorbax Eclipse 
XDB-C18 (12,5 mm x 2,1 mm; 5 um de tamafio de particula). La columna fue termostatizada a 
40 2C. 


Andlisis sensorial descriptivo. 


Tanto el vino control como los vinos obtenidos por maceracibn prefermentativa del 
mosto con los hollejos frescos y liofilizados, fueron evaluados por un panel de catadores 
expertos. La evaluacién se Ilevé a cabo en una sala de anglisis sensorial normalizada, equipada 
con cabinas separadas. Las muestras se presentaron en copas de vino estandarizadas cubiertas 
con un vidrio de reloj para minimizar el escape de compuestos volàtiles responsables del 
aroma. Los catadores evaluaron las sensaciones olfativas, gustativas y tàctiles de las muestras 
utilizando una escala de 10 cm no estructurada para valorar la intensidad de cada atributo, 
donde el extremo izquierdo de la escala indicaba una intensidad nula del descriptor y el 
extremo derecho los valores màximos. 


Andlisis estadistico 


Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico IBM SPSS 
versibn 19 para Windows. El test de Student fue utilizado para evaluar las diferencias 
significativas entre los hollejos frescos, secados en estufa y liofilizados. El Student-Newman- 
Keuls fue aplicado a fin de encontrar diferencias significativas entre las diferentes muestras de 
vino. 


3. Resultados 


Como es comun en la variedad Moscatel y aunque las muestras procedian de 
subproductos de vinificacién, elevadas cantidades de compuestos terpénicos se encontraron 
en los hollejos frescos (1), los cuàles no se vieron pràcticamente afectados por el proceso de 
deshidratacién, al igual que los norisoprenoides. Ademés, se observé un incremento en el 
contenido de algunos de estos compuestos, concretamente àcido gerànico, ò-careno y 
vitispirano. Los incrementos observados podrian ser atribuidos a la ruptura de las células 
vegetales en las cuéles se almacenan dichos volàtiles, producida por el vacio aplicado durante 
la liofilizacién. Este aumento de compuestos volatiles durante la liofilizacibn ha sido 
previamente descrito por otros investigadores en el caso de hollejos de distintas variedades de 
uvas (2). 

Por el contrario, se produjeron importantes pérdidas de alcoholes y aldehidos de 6 
àtomos de carbono, al igual que durante la liofilizaciébn y secado en horno de hollejos de uva 
de variedades tintas (2). 

Finalmente, se observé un incremento en la concentracién de algunos compuestos 
furanicos debido a reacciones de pardeamiento. 

Respecto al contenido en compuestos fenélicos, dentro de la familia de los flavonoles, 
derivados de la quercetina y del kaempferol fueron identificados en hollejos frescos y 
liofilizados, encontràndose el glucurénido y el glucésido de quercetina en concentraciones 
mayores. La liofilizacibn no generò importantes cambios en las cantidades de estos 
compuestos, al contrario que en el caso de dos variedades de uva tintas, Cabernet Sauvignon 
and Carmenère (2). 
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Los flavonoles se almacenan en vacuolas celulares, sin embargo, a menudo se 
encuentran en las àreas més externas de dichas vacuolas (3). Por tanto, si la estructura celular 
se dafia durante la liofilizaciébn, debido principalmente al vacio aplicado, aquellos compuestos 
almacenados en las areas màs externas de las células seràn més sensitivos a su degradaciòn o 
pérdida, lo cual podria explicar el distinto comportamiento de los flavonoles durante la 
liofilizacién de diferentes variedades de uvas, en este caso, blancas y tintas. 

Con respecto al GRP y a los dos acidos hidroxicinàmicos (trans- caftàrico y trans- 
cutàrico) determinados a 320 nm, no se observaron diferencias significativas entre las 
muestras frescas y liofilizadas, probablemente a que dicho tratamiento de desecaciòn se 
realiza en ausencia de oxigeno y a bajas temperaturas. Esto demuestra las ventajas de la 
liofilizacibn para obtener un producto desecado de similar calidad al original. 

La utilizacibn de orujos de uvas blancas “Moscatel” liofilizados para Ilevar a cabo 
maceraciones prefermentativas en una vinificaciébn en blanco de una variedad neutra, como 
Airén, permitié incrementar la calidad de los vinos obtenidos, no encontràndose diferencias 
significativas con los vinos macerados con orujos frescos. Concretamente la maceracién 
mejorò el aroma de los vinos, sin afectar negativamente a su color. Los vinos macerados con 
hollejos frescos y liofilizados conservaron las notas frutales, aunque el unico vino que presentò 
notas florales en su perfil de sabor fue el macerado con hollejos liofilizados. Ademés, éstos 
ultimos fueron mejor valorados por las catadores que los macerados con hollejos frescos. 


4. Conclusiones 


La liofilizacién apenas causò pérdidas de volatiles caracteristicos de la variedad de uva, 
ni aumentos en la concentraciébn de compuestos tipo furano. Por otra parte, los hollejos 
liofilizados obtenidos a partir de subproductos de vinificaciébn no presentaron cambios en las 
cantidades de compuestos fenélicos con respecto a los hollejos frescos. 

Entre otras aplicaciones, los hollejos obtenidos a partir de subproductos de una 
variedad de uva aromética, como Moscatel, y liofilizados, se podrian utilizar para mejorar el 
aroma y sabor de vinos blancos elaborados a partir de variedades de uva neutras. 
Naturalmente, este estudio es un primer paso o propuesta para revalorizar los residuos 
procedentes de bodegas, sin embargo, se requieren futuros trabajos sobre la evaluaciòn de los 
costes del proceso y sobre otras aplicaciones potenciales de los productos liofilizados. 
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RESUMEN: 


EI perfil proteico de la variedad de uva Pinot Gris y de sus vinos ha sido escasamente 
estudiado por lo que existe poca informacién sobre la tendencia de los vinos a formar 
quiebras proteicas. Aunque es posible extrapolar resultados obtenidos con otras 
variedades, se desconoce si existen particularidades de esta cepa respecto a la estabilidad 
proteica. En este estudio se analizé para 14 vinos de la variedad Pinot Gris de origen 
italiano, su contenido de proteinas, perfil proteico, estabilidad/inestabilidad y dosis 
estabilizante de bentonita necesaria. Los resultados obtenidos han mostrado que la dosis 
estabilizante de bentonita para estos vinos tiene una alta correlacibn con la fraccién 
proteica entre 20-30 kDa, y algo menor con el contenido total de proteînas. 


Palabras clave: Pinot gris, estabilidad proteica, bentonita 


1. Introducciòn 


En la evaluacién sensorial de vinos blancos por parte de los consumidores su limpidez 
y claridad son de gran importancia, estando relacionadas con las proteinas del vino y es uno de 
los principales factores que afectan a la estabilidad del vino durante el almacenaje (Bayly & 
Berg, 1967). Las proteînas influyen en el perfil aromatico del vino, ya que pueden estar unidas 
a compuestos del aroma, e igualmente estàn involucradas en la calidad de la espuma de los 
vinos espumosos. Las proteinas aunque suelen encontrarse en bajas concentraciones en el 
vino, algunas de ellas pueden precipitar (Waters et al., 1991) generando turbidez. Cada 
variedad y cada vino tienen un proporcién diferente de proteinas, que dependen de la 
vendimia, tratamientos pre y post fermentativos y de la variedad de uva utilizada (Waters et 
al., 2005). 


EI uso de la bentonita para evitar el riesgo de precipitaciòn en los vinos embotellados 
se encuentra bastante extendido debido a su eficacia, bajo costo y por tratarse de un proceso 
simple, sin embargo, tiene algunos inconvenientes como pérdidas significativas de vino, el 
costo asociado a la eliminacién de desechos, aspectos de seguridad y salud ocupacional 
(Waters et al., 2005), interferencia con lasmembranas utilizadas en las précticas de vinificaciòn 
(Salazar et al., 2007) y no ser un adsorbente especifico eliminando tanto compuestos 
deseables como indeseables (Miller et al., 1985). A pesar de todos los inconvenientes la 
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bentonita aùn es el agente més efectivo en la estabilizacién proteica de vinos (Chagas et al., 
2012). 

La relacién entre variedades de uvas, contenido de proteinas y estabilidad proteica ha 
sido brevemente descrita hasta ahora, y generalmente estos estudios se han Ilevado a cabo a 
escala piloto o laboratorio o como un aspecto secundario en otros trabajos. Existen algunos 
estudios con variedades como la Macabeo (Salazar et al., 2006) cuyos vinos tienen un bajo 
contenido de proteinas y baja inestabilidad proteica, la variedad Sauvignon Blanc descrita 
habitualmente como muy inestable (Esteruelas et al., 2009), Chambave Muscat (Lambri et al., 
2012), Semillon (Pocock et al., 2011), Chardonnay y Gewùrztraminer (Sanborn et al., 2010) y 
Manzoni Bianco (Vincenzi et al., 2011), entre otras. En este trabajo se analiza la relacién entre 
el contenido y tipo de proteinas en el vino, su estabilidad proteica y la dosis de bentonita 
necesaria para su estabilizacién total para vinos de la variedad Pinot Gris. 


2. Material y métodos 


Se emplearon vinos de la variedad Pinot Gris de origen italiano de la afiada 2012, 
acabada la fermentacién alcohélica sin ningun tratamiento estabilizante, y que fueron 
inmediatamente congelados hasta su anglisis. Estos vinos fueron elaborados siguiendo el 
protocolo habitual de cada bodega. El contenido de proteinas total se determinò por el 
método de Bradford (1976). Los analisis quimicos basicos (grado alcohélico, acidez total y 
volàtil, pH y azùcares residuales) se realizaron mediante la metodologia oficial de anglisis de la 
Organizacibn Internacional de la Vitta y el Vino (OIV). El perfil proteico se determinò mediante 
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) descrito en Canals et al. (1998). El test 
térmico de estabilidad proteica utilizado es el descrito en Salazar et al. (2006). La dosis 
estabilizante de bentonita corresponde a la menor dosis de bentonita necesaria para 
estabilizar el vino. La bentonita usada ha sido la bentonita sédica liquida Volclay (KWK). 


3. Resultados 


En la Tabla 1 se presenta las caracteristicas bàsicas de cada vino, los cuales a pesar de 
tener diversos origenes presentan paràmetros similares. El contenido de proteinas totales se 
indica en la Tabla 2, asi como si era estable o no y en caso de ser inestable se presenta la dosis 
de bentonita requerida para alcanzar la completa estabilidad proteica. 


EI perfil proteico de cada uno de los vinos también fue analizado y el resultado se 
presenta en la Tabla 2. Se pueden apreciar las tres fracciones usualmente asociadas a vinos 
blancos: F1 (> 100 kDa, invertasas), F2 (40 — 60 kDa, B-glucanasas) y F3 (20 — 30 kDa, quitinasas 
y proteinas del tipo taumatina) (Canals et al., 1998; Sauvage et al., 2010). Las concentraciones 
difieren entre los distintos vinos, siendo F3 la màs alta y F1 la més baja en términos generales. 
F2 también presenta bajas concentraciones que fluctùan entre 0.2 — 2.1 mg BSA/L. 


Se realiz6 un andlisis de Pearson para establecer la correlacién entre el contenido total 
de proteînas, el contenido de las distintas fracciones y la dosis de bentonita requerida para 
estabilizar los vinos. La dosis estabilizante de bentonita para vinos Pinot Gris tiene una alta 
correlaciòn con el contenido de la fraccién F3 (R=0.820, p=0.01) y algo menor con el contenido 
total (R=0.814, p=0.01) y con la fraccién F2 (R=0.755, p=0.01). 


La relacién entre el contenido de proteinas y las diferentes fracciones proteicas con la 
inestabilidad de vinos blancos y consecuentemente con la dosis estabilizante de bentonita no 
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es clara (Waters et al., 2005). La inestabilidad de un vino no parece estar correlacionado con su 
contenido total de proteinas (Bayly & Berg, 1967), sino a cada proteîna individualmente 
(Waters et al., 1992). No obstante Dawes et al. (1994) encontraron una correlaciòn lineal entre 
el contenido de proteinas y la dosis de bentonita, pero no encontraron selectividad en funcién 
del punto isoeléctrico de la bentonita, ya que eliminaba todas las fracciones proteicas 
presentes. Estas diferentes conclusiones encontradas en la literatura disponible se pueden 
atribuir a los diferentes métodos utilizados para fraccionar las proteinas y determinar sus 
niveles (Waters et al., 2005). En este trabajo, en términos generales, aquellos vinos con un 
mayor contenido de proteinas también tenfan una mayor proporcién relativa de la fraccibn F3 
y requerîan de una mayor dosis de bentonita para lograr la estabilidad proteica final. 


Tabla 1. Andlisis quimico vinos Pinot Gris al finalizar la fermentacién alcohélica. 


H dh Grado alcohélico —Acidez Volatil Acidez Total Azicar Residual 
Vino Regiòn or sr) pH 
(% VIV) (g ac. acético /L) (g ac. tartàrico/L) (g/L) 
Friuli 327 Friuli 12.8+0.3 0.07 + 0.01 4.61 + 0.14 3.37 + 0.01 2.83 + 0.03 
Friuli 35 Friuli 12.5+0.3 0.14 + 0.01 3.72 + 0.11 3.51+0.01 2.75 + 0.03 
Oderzo 110 Treviso 12.7 +0.3 0.00 + 0.00 4.16 + 0.12 3.35 + 0.01 2.55 + 0.03 
Oderzo 116 Treviso 12.5+0.3 0.02 + 0.00 4.45 + 0.13 3.40 + 0.01 2.58 + 0.03 
Oderzo 114 Treviso 12.8+0.3 0.01 + 0.00 4.35 + 0.13 3.38 + 0.01 2.61 + 0.03 
Motta di Livenza 90 Treviso 12.7 +0.3 0.10 + 0.01 4.07 + 0.12 3.47 + 0.01 2.63 + 0.03 
Motta di Livenza 91 Treviso 11.6 + 0.2 0.11 + 0.01 3.38 + 0.10 3.51+0.01 2.28 + 0.02 
Motta di Livenza 93 Treviso 12.2 +0.2 0.11 + 0.01 3.81+0.11 3.40 + 0.01 2.41 + 0.02 
Motta di Livenza 00 Treviso 11.9+0.2 0.15 + 0.02 4.45 + 0.14 3.35 + 0.01 2.89 + 0.03 
Pramaggiore 56 Venezia 12.0+0.2 0.07 + 0.01 4.09 + 0.12 3.38 + 0.01 2.67 + 0.03 
Pramaggiore 63 Venezia 12.1+0.2 0.07 + 0.01 4.12 +0.12 3.36 + 0.01 2.36 + 0.02 
Tezze di Piave 01 Treviso 12.5+0.3 0.21 + 0.02 4.61 + 0.14 3.58 + 0.01 2.51+0.03 
Tezze 02 Treviso 12.5+0.3 0.22 + 0.02 4.54 + 0.14 3.59 + 0.01 2.59 + 0.03 
Cerletti Treviso 12.3 +0.2 0.17 + 0.02 5.51+0.17 3.32 + 0.01 2.56 + 0.03 


Tabla 2. Contenido de proteinas, estabilidad proteica, dosis estabilizante de bentonita, y perfil 
proteico de vinos. 


Contenido sm Dosis estabilizante Contenido Contenido Contenido 
3 A Estabilidad 3 È 4 A) 

Vino proteinas f bentonita proteinas FI proteinas F2 proteinas F3 

(mgiLesa) = PPOtelca (g/hb) (mg BSA/L) (mg BSA/L) = mgBSA/L) 
Friuli 327 36.7 +0.1 Estable - 0.9+0.1 0.7+0.1 25.8+0.8 
Friuli 35 42.0+0.7 Inestable 42 1.3+0.1 1.0+0.0 30.1+0.1 
Oderzo 110 27.7+0.4 Estable - 0.3+0.0 0.4+0.1 19.6 + 2.3 
Oderzo 116 37.8+0.6 Inestable 40 0.2 +0.0 0.3+0.0 20.4+ 1.3 
Oderzo 114 31.8+0.2 Inestable 4 0.4+0.0 0.3+0.0 20.7 + 0.3 
Motta di Livenza 90 31.9+0.4 Inestable 9 0.0+0.0 0.2+0.1 21.5+0.6 
Motta di Livenza 91 32.2+0.3 Inestable 22 0.2+0.0 0.3+0.0 22.7+0.8 
Motta di Livenza 93 32.4+0.1 Inestable 18 0.1+0.0 0.2+0.0 18.3 +14 
Motta di Livenza 00 35.9+0.3 Inestable 16 0.8+0.2 0.9+0.2 30.3 + 1.3 
Pramaggiore 56 28.6+0.2 Estable - 0.0+0.0 0.2+0.1 13.7+0.8 
Pramaggiore 63 37.5+0.2 Inestable 160 0.3+0.1 0.6+0.1 24.5+4.3 
Tezze di Piave 01 44.2 + 0.3 Inestable 172 0.4+0.2 2.1+0.0 43.5+1.0 
Tezze 02 43.7+0.3 Inestable 165 0.6+0.1 1.3+0.5 46.2+2.1 
Cerletti 46.7 + 0.7 Inestable 180 0.5+0.1 1.3+0.0 51.9+t11 
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4. Conclusiones 


Como conclusién de este trabajo se puede apreciar que la fraccién F3 (proteînas en un 


rango entre 20 — 30 kDa) es la que presenta una mayor relacién con la inestabilidad proteica 
de los vinos Pinot Gris italianos de la vendimia 2012. 
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RESUMEN: 

Las aplicaciones potenciales de las beta-glucosidasas de las cepas no-Saccharomyces en la industria 
vitivinicola son muy interesantes ya que el aroma varietal y la calidad percibida se incrementan 
mediante la hidrélisis de los terpenos y otros compuestos glicosilados. En este trabajo se 
presentan beta-glucosidasas obtenidas de tres cepas seleccionadas (Metschnikowia pulcherrima, 
Issatchenkia orientalis e Issatchenkia terricola), que han sido aisladas de levaduras autéctonas de 
mostos y vinos procedentes de vifiedos uruguayos. Se estudiaron las propiedades fisicoquimicas de 
las enzimas purificadas, asi como la estabilidad a pH écido, tolerancia al etanol y glucosa. 
Especialmente, las beta-glucosidasas del género /ssatchenkia demostraron muy buenas 
propiedades de estabilidad para su aplicaciébn en condiciones enolégicas, permitiendo realizar 
estudios de aromatizacién en vino joven Moscatel con muy buena actividad frente a los glicésidos 
monoterpénicos y norisoprenoides. El impacto sensorial de estos compuestos en las propiedades 
aromaticas del vino se comprobé mediante angdlisis sensorial con un panel de expertos, mediante 
la realizacién de un test triangular. 


Palabras clave: beta-glucosidasas, caracterizaciòn, inmovilizaciòn, aromas. 


1. Introducciòn 


EI aroma tipico de los vinos se debe principalmente a compuestos volatiles derivados de la 
uva. En las uvas, asî como en una gran variedad de frutas, existe una gran reserva de 
precursores de aroma en forma de glicésidos, no volàtiles que no contribuyen directamente al 
aroma (Williams P.J., 1993). Por esta razén, la industria del vino ha centrado su atencién en 
glicosidasas para hidrolizar estos precursores en compuestos aromaticos activos liberando al 
aroma volatil. 

Una muy buena alternativa al uso de las preparaciones fungicas ex6genas, que muchas veces 
causan aromas no deseados, es el uso de enzimas especificas contenidas en las levaduras que 
forman parte del ecosistema del vino, adaptadas al ambiente enolégico y esenciales para la 
autenticidad de los vinos. En particular, algunas levaduras no-Saccharomyces, son capaces de 
aportar caracteres especificos al producto final del proceso fermentativo gracias a la 
produccién de enzimas capaces de actuar eficientemente sobre los sustratos glicosidicos 
existentes, generando compuestos volatiles. Estas levaduras no-Saccharomyces producen 
glucosidasas intra y extracelulares (Gonzalez-Pombo et al., 2008, Palmeri et al., 2007) que 
pueden tener gran impacto en la produccién de vinos con identidad y mayor complejidad 
aromatica. 

En este trabajo se presenta el estudio de beta-glucosidasas de tres cepas nativas 
(Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia orientalis e Issatchenkia terricola) que han sido 
aisladas de mostos y vifiedos uruguayos. Se reportan las propiedades fisicoquimicas de las 
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enzimas seleccionadas con vistas a su posible aplicaciébn en condiciones enolégicas, 
(estabilidad a pH écido, tolerancia al etanol y glucosa) asî como su impacto en las propiedades 
sensoriales de los vinos 


2. Material y métodos 


Obtencidn de glucosidasas 

a) Preparaciòn del cultivo en buffer fosfato-citrato pH 5.0 conteniendo: caseina 1 g/l, extracto 
de levadura 25 g/l y glicerol 8 ml/I. a 262C en matraces Erlenmeyer con 1/10 de su volumen en 
un agitador orbital (100 oscilaciones min-1). Se sigue el crecimiento por medida de Abs 420nm. 


b) Purificacibn de enzima mediante diversas técnicas de purificacién y uso de AKTApurifier. 


c) Determinacién de actividad enzimatica con el sustrato cromogénico p-nitrofenil-B-D- 
glucopiranòsido (PNPG) a 23°C y la produccién de p-nitrofenol liberado se determina 
espectrofotométricamente en funcién del tiempo de incubacién (Gonzalez-Pombo et al., 
2008). 


Tratamiento enzimdtico de vino blanco jbven 


a) Determinacién del contenido de glicésidos en vino moscatel mediante el indice Glicosil- 
Glucésido (GG), usando una columna C18 fase reversa segun Willliams et al. 1995. 

b) Aislamiento de volatiles en cartucho Isolute ENV+ segunreportes (Boido et al., 2003). 
c)ldentificacién y cuantificacibn de compuestos aromàticos liberados se realizé mediante GC- 
MS utilizando un cromatégrafo de gases Shimadzu GC-17 acoplado con un detector de masa 
Shimadzu QP 5050 y equipado con una columna capilar de silica fundida (25 m x 0.25 mm d.i.), 
con fase estacionaria BP 20 (0,25 m de espesor). La identificacibn se realiza utilizando bases de 
datos con espectros de referencia (Adams, 1995). La identificacibn de los compuestos se 
confirmé por medio de la determinacién de indices de retencién lineal (Kovats), obtenidos 
utilizando una mezcla de n-alcanos de referencia (C9-C26). 


3. Resultados 


Seleccién de cepas de levadura productoras de f-glucosidasas 
activas a pH dcido. 

Del relevamiento de la coleccibn de cepas enolégicas 
productoras de actividad f-glucosidasica a pH 4.0, se 
seleccionaron tres cepas que con alta actividad evidenciada por 
el diametro del halo de difusién de Fe-esculetina (Fig 1). 


Mediante diversas estrategias de purificacibn se obtuvieron preparaciones homogéneas de 
dichas B-glucosidasas (Gonzalez-Pombo et al., 2008; Gonzalez-Pombo et al., 2011). 
Las propiedades de dichas enzimas se presentan en la Tabla 1. 


Caracterizaciòn fisicoquimica Inhibiciòn Parametros cinéticos 
Origen de pH T 6ptima I Glucosa Etanol Km Vmax (pmoles 
Cepa B-glucosidasa | 6ptimo® | (°C) Li (100g/L) (<12% v/v) | (mM) — pNP/mL.min) 
Metschnikowi 
He 2. 0 Intracelular 4.5+0.3 50+1.0 4.2+0.05 Si No 5,6 0,8 
pulcherrima 
Issatchenkia terricola | Extracelular 4.5+0.3 50+1.0 3.5+0.05 20% No 4,35 58E-5 
Issatchenkia orientalis | Extracelular 5.0+0.2 50+1.0 4.0+0.05 25% No 0.83 50E-3 


Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas y cinéticas de las B-glucosidasas de las cepas nativas. 


a estudiado en el rango pH 3-10. 
B estudiado en el rango 23-80 -C. 


cusando pNPG como sustrato a pH 4.5 y 23°C. 
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Una gran limitante al uso de las p-glucosidasas en forma soluble en vinos es su baja actividad y 
estabilidad a valores bajos de pH. Se desarrollaron biocatalizadores inmovilizados de f- 
glucosidasa mediante diversas metodologias como estrategia de estabilizacién a bajos valores 
de pH y en presencia de etanol. En todos los casos los protocolos de inmovilizacién 
desarrollados fueron muy simples y con muy buenos rendimientos (Tabla 2). 


Tabla 2. Inmovilizacién de b-glucosidasas 


lonica Gel amino-agarosa 


Adsorciòn y post- Nanoparticulas de silica 83 
entrecruzamiento mimética 


a = Tad sr i i ; 
Porcentaje de enzima inmovilizada en relacién a la enzima aplicada 


La inmovilizaciòn estabiliza la B-glucosidasa frente a bajos valores de pH. 

Con la finalidad de simular condiciones reales encontradas en vinos, se estudia el 
comportamiento de las beta-glucosidasas en medio simil vino a pH 4.0 y a temperatura 
ambiente. Los estudios realizados demuestran notoriamente que el proceso de inmovilizaciòn 
de f-glucosidasas tuvo un fuerte efecto estabilizador en estas condiciones (Tabla 3). Es de 
destacar los resultados obtenidos con los derivados inmovilizados f-glucosidasas de /. 
Orientalis e I.terricola, logràndose factores de estabilizacién de 15 y 20, respectivamente. Esta 
fuerte estabilizacibn alcanzada con los derivados inmovilizados de /ssatchenkia, permitiò 
realizar los estudios de aromatizacién con la enzima inmovilizada directamente en vinos. 


Tabla 3. Resultados del estudio de estabilidad a pH 4.0 en simil vino (etanol-agua 12:88 (v/v) 
conteniendo 3.5 g/L de àcido tartàrico, 2.5 g/L of Acido mélico and 60 mg/L of metabisulfito de sodio) de la 
enzima soluble vs inmovilizada. Valores de vida media en dias (50% actividad residual). 


Disminucibn del indice Glucosil-Glucosa por la actividad de los derivados imovilizadosf- 


glucosidasa de Issatchenkia. 

Cuando se incuban los derivados inmovilizados con vino blanco moscatel (pH 4.0 y 22°C) 
conteniendo 130 uM glicésidos (valor GG), se observa una disminucién del contenido de los 
mismos a un 50% (66 uM) y 57% (74 uM) para los derivados f-gluc-terricola y B-gluc-orientalis 
respectivamente. Los biocatalizadores inmovilizados fueron muy estables en estas condiciones 
experimentales, preservando el 50% y el 90% de su actividad luego del periodo de incubacién 
(16 dias), para el derivado [}-gluc-orientalis y derivado f-gluc-terricola respectivamente. 
Consistentemente, el resultado del andlisis de GC-MS realizado luego de finalizado el 
tratamiento del vino Moscatel con el derivado f-glu-terricola y posterior aislamiento de 
volàtiles en fase sélida, mostrò un incremento significativo (determinado por andlisis ANOVA), 
en monoterpenos (de 1420 a 1914 ug/L p< 0.05) y norisoprenoides (de 27 a 99 ug/L p< 0.01) 
con respecto al vino control (Gonzalez-Pombo et al., 2011). 
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Los resultados del test triangular realizado con un panel de 10 jueces sensoriales expertos, 
evidenciaron que existen diferencias altamente significativas entre el aroma del vino tratado 
enzimàticamente con [-gluc-terricola y el vino control. Respecto a los descriptores de cada 
muestra, los evaluadores detectaron en el vino tratado con el derivado f-glu-terricola, mas 
aroma a dulce de frutas, miel y pasas frente al vino control. 


4. Conclusiones 


EI presente trabajo pretende contribuir a la investigacién sobre el papel y la posible 
explotacién de levaduras no-Saccharomyces en el desarrollo del aroma del vino, centràndose 
en la caracterizacién de nuevos biocatalizadores purificados deB-glucosidasa de cepas nativas. 
El uso del biocatalizador inmovilizado permite obtener enzimas con propiedades mejoradas de 
actividad y estabilidad asî como un mejor control del proceso de hidrélisis, siendo este aspecto 
de primordial importancia para el tratamiento de los vinos jévenes. Su uso hace posible una 
liberacién rapida y controlada de terpenos y norisoprenoides, lo que promueve el desarrollo 
de un aroma màs complejo en corto tiempo favoreciendo una venta rapida del producto, pero 
conservando una fraccién de aromas ligados como reserva aromàtica potencial, a ser liberado 
en el tiempo. Los resultados màs destacable se obtuvieron con la }-glucosidasa de /. terricola 
purificada que ha permitido desarrollar un biocatalizador inmovilizado con propiedades muy 
promisorias de actividad y estabilidad en condiciones enolégicas. Su buena funcionalidad fue 
demostrada en un vino Moscatel joven, confiriéndole propiedades sensoriales claramente 
diferentes y aportando cierta complejidad aromàtica. Dicho biocatalizador inmovilizado 
muestra una estabilidad de almacenamiento muy buena y ademés, una vida media 
prometedora en condiciones enolégicas (960 horas). 
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RESUMEN: 


En este trabajo se han recogido uvas de la variedad Albarello (Denominacién de Origen 
‘Valdeorras’) en dos fechas: finales de Septiembre y primeros de Octubre. La vinificacién se 
llevé a cabo de la misma forma con ambas vendimias y se analizaron los compuestos 
volàtiles por Cromatografia de Gases (con detector de ionizacién de Ilama y por 
acoplamiento con la Espectrometria de Masas). Los resultados obtenidos muestran que los 
vinos de Albarello procedentes de ambas vendimias muestran perfiles aromàticos 
diferentes, debido, principalmente, a que los contenidos en terpenos, alcoholes superiores 
y lactonas aumentan cuanto més tardîa es la vendimia; mientras que los de aldehidos y 
cetonas, y ésteres etilicos disminuyen. 


Palabras clave: Albarello, fecha de vendimia, compuestos volàtiles, cromatografia de gases, 
aroma 


1. Introducciòn 


El aroma de los vinos està constituido por unos centenares de compuestos volatiles, 
cuyos contenidos varian mucho y los umbrales de percepcién olfativa de estos compuestos 
también son diversos. Por lo tanto, el impacto olfativo sobre el vino de estas sustancias 
depende tanto de su concentracién como de su naturaleza. La personalidad aromàtica propia 
de cada variedad es consecuencia de las infinitas combinaciones que pueden existir entre las 
concentraciones de los distintos compuestos odoriîferos de los vinos [1]. 


En el aroma de un vino y, consecuentemente en su calidad, influyen multitud de 
factores que abarcan desde el “terroir” y la variedad empleada, hasta las diferentes 
operaciones tecnolégicas aplicadas en bodega. Durante el proceso de maduraciòn, la uva sufre 
varios cambios, de los cuales el màs importante cuantitativamente es la acumulacién de agua y 
de azùcares; sin embargo, también van a aparecer otros compuestos que condicionaràn el 
aroma que presenten, posteriormente, los vinos [2]. 


Con respecto al momento de recoleccibn de la uva, hay que distinguir entre el 
momento de madurez de la uva y el momento éptimo de vendimia, y que no siempre tienen 
por qué coincidir, ya que dependerà del tipo de vino que se quiera elaborar. La madurez 
fisiolbgica de la vid como ser vivo no es la misma que la madurez industrial, momento en el 
que se obtiene el maximo peso de la vendimia con la mayor concentracién de azùcares o en el 
que la relacibn azùucares/acidez es maxima. Tradicionalmente se elegia como fecha de 
vendimia la de madurez industrial, pero existen otros criterios enolégicos para fijar la fecha de 
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vendimia segun determinadas circunstancias como pueden ser la acumulacién de polifenoles, 
que se conoce como maduracién fenélica, o segun la formacién de aromas varietales, que se 
conoce como maduracién aromàtica [1,3]. 


Existen trabajos que demuestran la influencia de la maduracién en la composiciòn 
fenòlica de ciertos vinos y, por lo tanto, en el aroma de estos [4], aunque la mayoria de las 
investigaciones se centran en la influencia sobre el color del vino [5,6]. El objetivo de este 
trabajo fue conocer la fecha de vendimia més adecuada para la obtencién de un vino 
elaborado con la variedad Albarello con un alto contenido aromatico. Para ello se ha analizado, 
por cromatografia de gases, la composicién volatil de los vinos obtenidos, en la misma 
cosecha, a partir de uvas vendimiadas con una semana de diferencia. 


2. Material y métodos 


Muestras de vino. La uva de Albarello se ha vendimiado en la D.O. Valdeorras en dos fechas 
diferentes: el 26 de Septiembre (Albarello 1? vendimia) y el 3 de octubre (Albarello 2? 
vendimia). Todos los vinos se vinificaron del mismo modo, siguiendo el procedimiento 
tradicional para vinos tintos, empleando la levadura AWRY 796 (Maurivin) e induciendo la 
fermentacién malolactica con la bacteria Uvaferm Alpha (Lallemand). 


Andlisis de los compuestos volatiles. Las sustancias volàtiles se determinaron por 
Cromatografia de Gases siguiendo las metodologias propuestas por Bertrand [7] y Armada et 
al. [8]. Las muestras de vino se inyectan en modo splitless (30 s) en un cromatégrafo Hewlett 
Packard con detector de ionizaciòn de Ilama. La columna capilar utilizada es HP-Innowax (60 m 
x 0,25 mm, 0,25 um). Programa de temperatura: 45 2C (isoterma de 1 min), incremento a 3 
2C/min hasta 230 2C (25 min). La temperatura del detector y del inyector es de 250 2C. El gas 
portador es helio (18 psi) a un flujo de 1,4 mL/min. 


Para la determinacién por Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas, se 
inyecta 1 uL del extracto, obtenido por triple extraccién con diclorometano, en modo splitless 
(30 s) en un cromatégrafo Hewlett Packard HP-5890-Il acoplado a un Espectrémetro de Masas 
Hewlett Packard HP 5970, usando la misma columna capilar y condiciones cromatogràficas 
comentadas anteriormente. El Espectrémetro de Masas trabaja en impacto electrénico 
(energia de ionizaciòn, 70 eV; temperatura de la fuente, 250 2C) y la adquisicién de datos se 
realiza en modo “scanning” (rango de masas, 30-300 uma; 1,9 espectros/s). 


Andlisis estadistico. Los resultados analiticos fueron sometidos a un tratamiento estadistico 
con el fin de evaluar si existian diferencias significativas para cada uno compuesto aromético 
presente en los vinos de Albarello en funciòn de la fecha de vendimia; para ello se realizò un 
ANOVA y se calcularon las LSD (minima diferencia significativa), para el 95% de probabilidad. 


3. Resultados 


Como se puede observar en la Figura 1, no todos los compuestos aumentan su 
concentracién a consecuencia de una vendimia tardîa, algunos se mantienen pràcticamente 
estables o disminuyen. Estos efectos no se pueden considerar positivos o negativos sin analizar 
la influencia que tienen dichos compuestos en las caracteristicas organolépticas del vino. En el 
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caso de los terpenos, la fecha de vendimia màs adecuada seria la segunda, ya que se produce 
un aumento significativo del contenido en a-terpineol, que dota al vino de matices florales 
(lila), lo que conlleva una mejora del perfil aromatico del mismo [9]. El aumento de 
concentracién de las lactonas también puede repercutir positivamente en la calidad del vino. 
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Figura 1. Composiciòn volatil (mg/L) de los vinos de 
Albarello procedentes de dos vendimias 


También se produce un leve aumento en la concentracién de àcidos que, segùn sean 
de cadena larga o corta, tienen connotaciones negativas al estar presentes en el vino. El efecto 
de la fecha de vendimia coincide con los estudios en otros vinos, donde no solamente por la 
composicibn en éàcidos, sino por el aumento que sufren otros muchos compuestos a 
consecuencia de una vendimia tardîa tiene un impacto negativo en el aroma del vino [11]. 


La familia de compuestos que màs aumenta de concentracién en la segunda fecha de 
vendimia con respecto a la primera son los alcoholes; sin embargo, no influiria excesivamente 
en el aroma del vino Albarello porque la mayoria de ellos se encuentran en concentraciones 
demasiado pequefias para ser percibidos de forma individual o enmascarar otros aromas, a 
excepciòn de los alcoholes isoamilicos o el 2-fenil-etanol [2]. En cambio, el contenido global de 
alcoholes C6 disminuye al vendimiar màs tarde, ya que suelen ser màs abundantes en vinos 
provenientes de uvas carentes de maduraciòn [2], proporcionando olores herbàceos. 


Aldehidos y cetonas, acetatos y fenoles volàtiles también disminuyen su concentraciòn 
significativamente al realizar una vendimia màs tardîa, sobre todo los primeros porque la 
acetoina y el benzaldehido disminuyen su concentracién. Los acetatos, que dotan de olores 
particulares [2], estàn presentes en contenidos màs elevados en el vino de Albarello 1? 
vendimia. Destaca la pérdida de fenoles volàtiles, ya que disminuyen significativamente todos 
los que se detectaron, lo que podria tener un efecto positivo para la calidad del vino, ya que 
algunos compuestos, como el etil-fenol, son responsables de desviaciones olfativas; aunque 
también se podràn distinguir una serie de olores especiados proporcionados por otros fenoles. 


La contribucibn de los ésteres al aroma global del vino està relacionada con la 
concentracién inicial de aminoàcidos, que depende de la madurez de la uva y la variedad [4]. 
Aunque una vendimia màs tardia provoca una disminucién, es casi inapreciable. También el 
contenido global en lactato de etilo (LE), succinato de dietilo (SDE) y de monoetilo (SME) 
disminuye, pero es debido ùnicamente a la menor concentracién del SME, ya que los otros dos 
compuestos presentan mayor contenido en el vino Albarello 23 vendimia. 
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4. Conclusiones 


Los resultados muestran que los vinos de Albarello obtenidos muestran distintos 


perfiles aromàticos, sobre todo en cuanto a los contenidos en terpenos, alcoholes superiores, 
aldehidos y cetonas, lactonas y ésteres. Con los datos obtenidos, la mejor opciòn seria una 
vendimia més tardîa, ya que se produce una mejora global en muchos compuestos aromàticos 
importantes del vino. No obstante, la recomendacién de una fecha de vendimias éptima 
deberîa avalarse por el estudio a lo largo de varios afios, ademés, al tratarse de una variedad 
tinta, también habria que tener en consideracién los datos obtenidos a nivel de color y de 
composiciòn fenélica. 
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RESUMEN: 


El objetivo principal de este trabajo fue la elaboracién de vinos espumosos tintos de calidad 
con el fin de ampliar la oferta de los vinos espumosos y abrir nuevos mercados. 


Se estudiaron diferentes técnicas de vinificacién para obtener vinos base idéneos para la 
elaboracién de vinos espumosos naturales tintos siguiendo el método tradicional y sin 
adicién de licor de expediciòn. 

Se estudié el efecto de la técnica de vinificacibn en el contenido de los compuestos 
fenélicos, ya se ha visto que juegan un papel fundamental en la calidad de la espuma. 


Palabras clave: Vinos espumosos tintos, técnicas viticolas, composicibn polifenélica 


1. Introducciòn 


En este trabajo se elaboraron vinos espumosos tintos de Tempranillo con el fin ampliar 
la oferta de los vinos espumosos y abrir nuevos mercados. 


Los vinos espumosos tintos deben tener una graduaciòn alcohélica moderada, una 
buena intensidad de color y una buena estructura en boca. Para ello se estudiaron diferentes 
técnicas de vinificacibn que permitan obtener vinos base idéneos para la elaboracién de vinos 
espumosos naturales tintos siguiendo el método tradicional: (a)maceracién pre-fermentativa 
en frio seguida de un descube en caliente; (b) delestage con eliminacién de semillas; (c) 
reduccién del contenido en azùcar de los mostos de partida; (d) desalcoholizacién parcial de 
vino mediante ésmosis. 


Los compuestos fenélicos engloban compuestos responsables del color, cuerpo, 
astringencia y amargor de los vinos; es decir, tienen un papel fundamental en sus 
caracteristicas sensoriales. Ademàs, en los vinos espumosos juegan un papel fundamental en 
la calidad de la espuma (1). La composiciòn y la carga fenélica de los vinos està influida por 
factores como la variedad de uva y el estado de madurez de la misma, la maceracién de los 
hollejos, las numerosas técnicas de vinificacién y las diferentes reacciones que se dan durante 
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el envejecimiento de los mismos. Ademés, la presencia de lias en la botella tiene un papel 
importantisimo en el caso de los vinos espumosos elaborados mediante el método tradicional. 
Existen numerosas técnicas de elaboracién del vino que influiràn en mayor o menor medida en 
la composicién y en la carga fendlica del vino base, y en consecuencia en el vino espumoso. 


En este trabajo se evalùa el efecto de las técnicas de vinificacibtn empleadas en el 
contenido de compuesto fenélicos en el vino base, y en su evolucién durante la crianza sobre 
lias en botella y tras el degùelle de los vinos espumosos. 


2. Material y métodos 


La variedad de uva utilizada en este estudio fue la variedad Tempranillo. Se elaboraron 
diferentes vinos base utilizando diferentes técnicas de vinificaciébn. También se elaboraron dos 
vinos base testigo con uva madura (TST) y con uva pre-madura (TPT) siguiendo el proceso de 
vinificacién tradicional para vinos tintos. 


Tanto para la maceraciòn pre-fermentativa en frio como para el delestage se utilizaron 
uvas con una graduacién alcohélica probable inferior a 122 v/v. En la maceraciòn pre- 
fermentativa en frio (TPHS), las uvas se enfriaron con hielo seco hasta 52C. En la técnica de 
delestage se realizaron dos delestages diarios tras el inicio de la fermentacién eliminàandose 
entre el 40 y el 60% de las semillas. Para los tratamientos de eliminacibn de azùcares del 
mosto y la desalcoholizacién parcial del vino se utilizaron uvas que habian alcanzado el grado 
de madurez éptimo. En la experiencia de la eliminacién de azùucares del mosto (TSA), una parte 
del mosto se sometié a un proceso de nanofiltracién, obteniéndose un permeado con entre un 
50 y 60% menos de azucar inicial, sustituyendo parte del mosto inicial por el permeado 
obtenido. En la técnica de desalcoholizacién parcial del vino base (TSD), parte del vino se 
sometiéò a un proceso de 6ésmosis para rebajar su graduacién alcohélica. Se mezclé el vino 
parcialmente desalcoholizado con el vino final en la proporcién necesaria para obtener un vino 
con el mismo grado alcohélico que en las experiencias anteriormente descritas. Los vinos 
tintos espumosos se elaboraron siguiendo el método de elaboracién tradicional y no se 
adicioné licor de expedicién. Se tomaron muestras a los 0 (vino base), 3, 6, 9 y 12 meses de 
crianza sobres lias. A los 12 meses se realizé el deguelle y se tomaron muestras tras 6 y 12 
meses de deguelle (crianza sin lfas). 


La cuantificacibn de los compuestos monémeros se realizé mediante cromatografia 
liquida de alta resolucién con detecciòn ultravioleta-visible (HPLC-DAD), siguiendo el método 
de G6mez-Alonso (2). 


3. Resultados 


En la Figura 1 se representa la concentracibén total de antocianos, àcidos 
hidroxicinàmicos y flavanoles de los vinos elaborados con diferentes técnicas de elaboracién y 
obtenidos a partir de uva pre-madura (TPHS, TPD y TPT) y de uva madura fendlicamente (TSA, 
TSD y TST). 


La cantidad de antocianos totales fue muy superior en los vinos elaborados a partir de 
uva madura fendlicamente, salvo en el caso del vino en el que se aplicé la técnica de 


309 


desalcoholizacién parcial del vino (TSD), la cual provocé una disminucién del contenido total 
de antocianos. En general, los primeros meses de contacto con las las produjeron una 
disminucién en el contenido de antocianos. En los vinos con mayor cantidad de antocianos 
totales su contenido en antocianos disminuyò en mayor medida, siendo un 53% para el vino 
TSA y un 43% para el vino TST. 
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Figura 1. Concentraciòn de antocianos totales (mg/L) 


Tras eliminar las lias de las botellas el contenido de antocianos totales se mantiene 
estable en todos los vinos a los seis y doce meses del deguelle. A los doce meses del degielle, 
todos los vinos tienen un contenido similar en antocianos totales, salvo los vinos TSA y TST, 
que presentan cerca de un 20% més de antocianos totales que el resto. 


En resumen, los vinos que presentaron un mayor contenido de antocianos totales 
tuvieron la mayor pérdida de los mismos, dàndose una pérdida del 74% de la cantidad inicial 
de antocianos totales para el vino TSA y un de un 66% para el vino TST, es decir, a mayor 
cantidad inicial de antocianos, mayores pérdidas de antocianos tendràn lugar durante la 
elaboraciòn del vino espumoso. 


Los antocianos de los vinos elaborados estàn compuestos en su mayoria por 
antocianos no acilados, seguidos de los antocianos acetilados y cumarilados. Todas las familias 
de antocianos presentaron la misma evolucién a lo largo de los meses que los antocianos 
totales (datos no mostrados). 


Los vinos base elaborados a partir de uva pre-madura y tratada con hielo seco y el vino 
testigo elaborado a partir de uva madura presentaron una mayor concentracién de àcidos 
hidroxicinamicos (Figura 2). La concentracibn de écidos hidroxicinàmicos medida para cada 
tipo de uva y de elaboracién evolucioné de una forma muy similar entre tratamientos, 
observàndose un incremento entre los 9 y 12 meses de crianza sobre lîas. 


Los vinos base elaborados con uva madura fenélicamente presentaron una 
concentraciòn menor de flavanoles que los vinos elaborados con uva pre-madura (Figura 3). 
Durante la crianza en botella, todos los vinos elaborados a partir de uva pre-madura 
aumentaron su concentracién de flavanoles sin embargo los vinos elaborados a partir de uva 
madura se mantuvieron constantes. 
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Figura 3. Concentraciòn de flavonoles totales (mg/L) 
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RESUMEN: 


La maceracién pre fermentativa en fria es una pràctica comun en la elaboracién de vinos 
tintos en la regién de Borgofia con el objetivo del manejo del color y la intensidad aromtica 
en la variedad Pinot noir. Sin embrago, hay microorganismos en las uvas, especialmente 
levaduras de las especies K/oeckera apiculata 6 Hanseniaspora uvarum, que pueden 
producir acido acético y acetato de etilo. Una levadura de esta especie ha sido seleccionada 
por el IFV, a partir de una coleccién original de 500 cepas aisladas de Pinot noir en la regién 
de Borgofia. Se propone que la pràctica enolégica de la inoculacibn de una biomasa de 
Metschnikowia seleccionada en uvas de Pinot noir durante la maceracién pre fermentativa 
en frio, limita la sobre-produccién de compuestos indeseables por la competencia con los 
microorganismos que los producen, resultado en un impacto positivo en la calidad del vino. 


Palabras clave: Maceracién pre-fermentativa en frio, proteccién biolégica, Metschnikowia 
pulcherrima, Pinot Noir. 


1. Introducciòn 


La maceracién pre-fermentativa en frio es una técnica ampliamente difundida en todo 

el mundo para la elaboracién de los vinos tintos. Diferentes opciones técnicas pueden ser 
elegidas con arreglo al objetivo y las posibilidades de la bodega. El nivel de temperatura y el 
nivel de sulfitado son paràmetros determinantes que directamente influyen sobre la flora 
microbiana presente. La temperatura esta generalmente comprendida entre 10 y 15°C. 
La maceracién pre-fermentativa en frio es citada a menudo para mejorar el color y la 
intensidad aromatica frutada. El aumento en el color estaria vinculado a una sobredosis de 
diéxido de azufre, indeseable en un contexto de disminuir las dosis del mismo. Esta intensidad 
del color observada durante una maceraciòn en frio antes de la fermentacién es un tema de 
estudio. El aumento del caràcter afrutado està vinculado a la flora microbiana presente. Sin 
embargo, se ha demostrado que la flora de levaduras dominante de la uva integra 
particularmente levaduras de la especie K/loeckera apiculata (o Hanseniaspora uvarum), 
caracterizadas por una fuerte aptitud para producir acido acético y acetato de etilo. 

En estas condiciones, puede ser interesante asociar una maceracién pre-fermentativa 
en frio y una siembra con una levadura cuyas aptitudes enolégicas son conocidas. El objetivo 
es doble, proteger el mosto de las levaduras indeseables y favorecer la expresién aromatica. 
Metschnikowia pulcherrima es una levadura comun de la uva que perfectamente puede 
cumplir este papel. 
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2. Material y métodos 


Una coleccién original de màs de 500 cepas de levaduras de Borgofia se ha constituido 
a partir de parcelas de vides y de vendimias no fermentadas. Esta coleccién ha sido sometida a 
un proceso de seleccién ligado a diferentes criterios con el fin de reducir el nùmero de cepas 
interesantes para el objetivo. 25 cepas han sido retenidas y clasificadas en un orden de interés 
decreciente. Las 15 primeras han sido identificadas genéticamente. Todas ellas pertenecen a la 
especie Metschnikowia pulcherrima y son diferentes entre ellas. Se tomaron en consideraciòn 
tres cepas (A, B, C) para estudios en laboratorio y en bodega experimental, considerando, 
primeramente, biomasas liquidas producidas en laboratorio y, en segundo lugar, biomasas en 
forma de levaduras secas activas (LSA). 


Las pruebas en laboratorio se realizaron en frascos de 250 ml. Se utilizé un mosto de la 
variedad de uva Pinot noir, prensado después de una maceraciòn en frio del orden de dos 
dias. El mosto fue conservado congelado hasta su utilizacién. Entonces se ajusto en las 
condiciones fisicoquimicas definidas por el protocolo de estudio y, segùn los casos, pasteuriza 
o no (6 mn a 70°C). Se realizaron diferentes experimentaciones para verificar la influencia de 
las condiciones fisicoquimicas sobre la implantaciébn de Metschnikowia pulcherrima en un 
mosto y para determinar las interacciones con Kloeckera apiculata. Se inocularon en el mosto 
cultivos liquidos de K/oeckera (3 cepas de la coleccién IFV) a aproximadamente 100 cell./ml. 
Cuatro horas més tarde, Metschnikowia es inoculada a aproximadamente 10° cell./ml (cultivo 
liquido 6 LSA segun los casos). Testigos no sembrados o con una sola especie de levadura son 
seguidos como referencia. La temperatura es regulada en estufa. La poblacién de levaduras es 
seguida mediante cultivo en placa petri con medio agar (base YPD). La fase pre-fermentativa 
es seguida por una fase fermentativa mediante la siembra con Saccharomyces cerevisiae 
Lalvin®RC212. 


La aplicacién pràctica en bodega experimental es realizada, sobre dos afios de 
vendimia, en depésitos termo regulados de 2.5hl Ilenados con 200 kg de uvas de pinot noir. 
Segun el afio de cosecha, el sulfitado en el encubado es reducido (3.5 g / hl) o nulo. Tres lotes 
homogéneos estàn constituidos, entre los que dos estàn sembrados con Metschnikowia 
pulcherrima a 25 g/ hl (cepas A y B en forma de LSA), al dia siguiente del encubado en caso de 
sulfitado o durante el encubado en ausencia de sulfitado. Después de una fase pre- 
fermentativa de 5 dias a 15°C, los tres lotes son inoculados con Saccharomyces cerevisiae a 20 
g/hl Lalvin®RC212. La fermentacién alcohélica es efectuada entre 20 y 30°C. Después del 
agotamiento de los azùcares, una maceracién final en caliente es realizada (un dfa a 35°C y uno 
a 40°C), antes del descubado. La duracién total de la maceracién es de 14 dias. Tras la 
fermentacién malolàctica los vinos son almacenados en depòsitos inerte as una temperatura 
del orden de 15°C durante 10 meses. 


3. Resultados 


Se estudié la influencia de las condiciones fisicoquimicas sobre la implantacién de 
Metschnikowia pulcherrima en el mosto. 


Influencia del sulfitado (Figura 1). El mosto, no pasteurizado, contiene levaduras que 


se desarrollan rapidamente en ausencia de sulfitado, a pesar de una temperatura baja de 
12.5°C. Un sulfitado de 50 mg/l inhibe el crecimiento de levadura y un sulfitado de 100 mg/l 
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reduce esta poblaciòn. La implantaciòn de una biomasa liquida de Metschnikowia es muy 
buena en el mismo mosto, no sulfitado. En 5 dias, la poblacién aumenta méàs de una potencia 
de diez para sobrepasar 10” cell./ml. Un sulfitado de 100 mg/l reduce fuertemente a la 
poblaciébn de levaduras e inhibe su crecimiento. El estudio realizado con LSA de 
Metschnikowia, inoculada en un mosto pasterizado, confirma la buena implantacién hasta un 
sulfitado de 50 mg / I. El nivel inicial de poblacién siendo mas elevado que con los cultivos 
liquidos, el crecimiento luego es débil durante la incubacién. Estos resultados muestran 
también que la produccibn de una biomasa de Metschnikowia en forma de LSA es bien 
controlada en esta fase segun los objetivos planteados. 


Figura 1: Implantacion de Metschnikowia pulcherrima enun mosto en funcion 
del nivel de sulfitado (en mg/I). 


MT I dia MT 6 dias 


ml) 


Poblaciòn (log cell. 


sO2100 sO2100 
Testigo {no inoculado) Metschnikowia {media de 3 | Metschnikowia {media de 3 
cepasen cultivo liquido) cepasenforma de LSA) 


Mosto no pasteurizado {pH 3.20 - Azucar 230 g/l-12.5°C) | Mosto pasteurizado (idem) 


Influencia de la temperatura: en ausencia de sulfitado y en ausencia de 
pasteurizacibn, una poblacién de levaduras indigenas se desarrolla en el lote testigo no 
sembrado y a la temperatura de 10°C. La levadura Metschnikowia se implanta pràcticamente 
tanto a 10°C como a 15°C. El crecimiento posterior està influido normalmente por el nivel de 
temperatura. La utilizacién de un LSA de Metschnikowia confirma una buena aptitud para 
implantarse a baja temperatura, 11°C, con una poblacién muy préxima de la observada a 19°C. 


Aplicaciòn pràctica de Metschnikowia pulcherrima en bodega experimental sobre 
Pinot noir. 


La inoculaciòn precoz de Metschnikowia (durante el encubado o al dia siguiente del 
encubado) no tiene incidencia notable sobre el desarrollo de la fermentaciòn alcohélica, 
iniciada por la siembra con Saccharomyces cerevisiae. Las vendimias de Pinot noir 
presentaban contenidos en nitrégeno asimilable (ammoniacal y aminado) de 275 y 245 mg /1, 
para cada uno de los afios de vendimia considerados. Para el segundo caso, se ha afiadido un 
nutriente complejo al primer tercio de la fermentaciòn alcohélica a la dosis de 40 g / hl. Los 
anglisis realizados al final de la elaboraciòn muestran un grado alcohélico similar de un lote al 
otro. La inoculacibn con Metschnikowia no tiene incidencia sobre la degradacién de los 
azUcares del mosto. Los valores de acidez total y de pH son también similares. En cambio, el 
contenido en àcido acético es méàs débil para los lotes inoculados con Metschnikowia, siendo 
0.28 g/l para la cepa A, contra 0.40 g/l para el lote testigo. Ambas experimentaciones han sido 
catadas al final de la elaboraciòn por un jurado de expertos, en una sala de andlisis sensorial, 
utilizando el software especifico Fizz. Los resultados muestran que la cepa A de Metschnikowia 
presenta los mejores resultados en términos de intensidad frutada, de equilibrio gustativo y de 
calidad global (Figura 2). 
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Figura 2 : Evaluacion sensorial de lotes de pinot noir elaborados con una fase 
prefermentativa en frio, con o sin Metschnikowia pulcherrima.- Valores 


medios de dosvendimias, depositos de 2.5 hI. 


Intensidad Frutal 
6,0 ——Metschnikowia A 


—Metschnikowia B 


—__—Testigo 


Equilibrio 


RIME Giara Acidez / Redondez 


4. Conclusiones 


El interés en utilizar una levadura seleccionada de Metschnikowia pulcherrima, en el 
marco de la elaboraciòn de vinos tintos que integra una maceraciòn pre-fermentativa en frio, 
es confirmado. Esta levadura resiste un nivel de sulfitado de 50 mg/l en fase liquida. En estas 
condiciones, la poblacién viva de Metschnikowia sobrepasa 10’ cell./ml al final de maceracién 
pre-fermentativa en frio. Los resultados confirman que la especie K/oeckera apiculata tiene 
una aptitud notable para multiplicarse en el mosto. Esta levadura, entre las mayoritarias de la 
flora de la uva, produce una cantidad anormalmente elevada por acido acético. Los resultados 
muestran claramente que la inoculacibn con Metschnikowia inhibe completamente la 
actividad de K/oeckera, frente a la produccién de acido acético y de acetato de etilo. La 
aplicacién pràctica en bodega experimental confirma que la inoculacién con Metschnikowia 
limita la presencia de àcido acético en relacién al lote testigo, no inoculado para la fase pre- 
fermentativa. Se demuestra igualmente que la produccién de Metschnikowia en forma de 
levadura seca activa està bien controlada con una viabilidad y una recuperacién de actividad 
muy buenas en un mosto. La utilizacibn de Metschnikowia pulcherrima es una nueva 
herramienta que permite controlar una maceracién pre-fermentativa en frio y de administrar 
mejor el principal problema de esta técnica que es la ausencia de control de la flora de 
levaduras indigenas, mayoritariamente desfavorables a la calidad. 
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RESUMEN: 


El objetivo de este trabajo fue caracterizar el aroma y sabor los vinos de Tempranillo blanco 
elaborados de forma tradicional y por maceracién carbénica con y sin crianza en barrica. Los 
compuestos que més contribuyeron al aroma de los vinos de Tempranillo blanco fueron 
relacionados con aromas frutales; estos descriptores fueron también los més percibidos por 
los catadores en el andlisis sensorial. Los resultados mostraron diferencias notables en la 
concentracién total de compuestos volatiles entre las distintas técnicas de elaboracién. Los 
vinos elaborados de forma tradicional mostraron niveles màs altos de àcidos grasos que los 
vinos de maceraciòn carbénica, los cuales mostraron niveles màs altos de acetatos. 


Palabras clave: Tempranillo blanco, técnicas de vinificacién, compuestos volatiles, andlisis 
sensorial 


1. Introducciòn 


En los ùltimos afios la Denominacién de Origen Calificada (D.0.Ca) Rioja ha impulsado 
la recuperacibn de variedades minoritarias autéctonas, con el fin de diversificar los vinos y asi 
establecer un nicho propio para su venta en el marco de un mercado cada vez méàs 
competitivo. La variedad Tempranillo blanco, autorizada en el afio 2007 por Consejo Regulador 
de la D.O.Ca Rioja, es una de las nuevas variedades que puede aportar mayor personalidad y 
tipicidad a los vinos blancos de la D.O.Ca Rioja. Esta variedad posee un genotipo muy préximo 
a la variedad Tempranillo tinto, aunque ha perdido el 1% de su informacién genética en la 
mutaciòn. 

En general los vinos de Tempranillo blanco tienen un color amarillo verdoso; 
destacando por su aroma varietal caracteristico, en el que predominan notas afrutadas 
intensas (platano, citricos y frutas tropicales) y también florales y terpénicas; en el paladar son 
equilibrados, con cierta estructura y persistencia medio-larga (1). No obstante, las 
caracteristicas sensoriales de un vino varietal pueden cambiar segun el método de vinificacién 
y de crianza empleado. La mayoria de vinos blancos varietales se elaboran por la fermentacién 
unica del mosto, sin maceracién fermentativa con las partes sélidas del racimo, pero en el 
método de maceracién carbénica, la fermentacién se Ileva a cabo en presencia de racimos 
enteros. Estas diferentes caracteristicas de elaboracién, entre otras cosas, pueden intervenir 
en las caracteristicas aromàaticas del vino blanco varietal resultante, aportando calidad y 
caràcter propio al vino obtenido. Los compuestos volaàtiles de los vinos blancos varietales 
provienen no sélo de la variedad de uva empleada sino también de las levaduras que Ilevan a 
cabo la fermentacién alcohélica y del envejecimiento en barrica. Los compuestos odoriferos 
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provenientes de la uva y caracteristicos de la variedad juegan un rol determinante en la calidad 
y tipicidad del vino. Hay que sefialar también que la mayor parte de los componentes del 
aroma se forman como productos secundarios del metabolismo de las levaduras durante la 
fermentacién alcohélica; sin olvidar que el roble aporta al vino diferentes substancias volàtiles 
y compuestos fenélicos que mejoran su calidad aromàtica y gustativa. 

Por todo ello, en este trabajo se analiza la composicién volatil y se caracterizan 
sensorialmente los vinos de Tempranillo blanco elaborados de forma tradicional y por 
maceraciòn carbénica con y sin crianza en barrica. 


2. Material y métodos 


La elaboraciòn del vino blanco de Tempranillo se realizé en la bodega experimental de 
la Bodega Campo Viejo (D.O.Ca Rioja). En la elaboracibn tradicional, la uva se prenso 
neuméaticamente Ilevando dos protocolos de actuaciòn diferentes: a la mitad de la uva se le 
realizé un prensado con maceracién, y a la otra mitad sin maceracién. En el primer caso, se 
inoculo el mosto desfangado con la levadura comercial Ferm ES 181 (Enartis) y se adicionaron 
nutrientes. El proceso de fermentaciòn se realizé a una temperatura de 13,1+1,12C. Los vinos 
obtenidos se denominaron VT-ES 181. En el segundo caso, se inoculo el mosto desfangado con 
levadura Actiflore F33 (Laffort) y se adicionaron nutrientes. Durante la fermentaciòn se 
mantuvo la temperatura entre 15,8+1,32C. Los vinos obtenidos se denominaron VT-F33. En la 
elaboracibn_por maceracién carbénica, el racimo entero de uva se encubé directamente 
llenando dos depésitos. Los depésitos habfan sido previamente inertizados con CO, antes de 
su llenado, durante y tras el Ilenado. Durante el proceso de fermentaciòn se afiadiò a cada 
depésito cortezas con alto contenido en manoproteînas y nutrientes. A un depòsito se le 
adicioné la levadura ES 401 (Enartis), y al otro depésito la levadura Vintage White (Enartis). 
Durante la fermentacién, ambos depésitos se mantuvieron a una temperatura entre 16 y 20 °C 
y se realizaron dos pisages diarios. Cuando se alcanzéò una densidad de 1,020-1,010 g/mL, los 
racimos se prensaron y se separaron las distintas calidades, obteniendo vino yema, vino de 
primera prensa y de segunda prensa, dejàndolos finalizar la fermentacién por separado. Cada 
semana se removieron las lias mediante battonages. Se mezclaron entonces los vinos 
procedentes de la primera y la segunda prensa, se sulfitaron y se tomaron muestras; los vinos 
obtenidos se denominaron MC-ES y MC-VW. Posteriormente se Ilenaron dos barricas con la 
mezcla realizada y se continué con su battonage semanal. Los vinos obtenidos tras 4 meses de 
crianza en barrica se denominaron MC-B-ES 401 y MC-B-VW. 

Los métodos de andlisis utilizados para la determinacién de pardmetros enoldgicos 
generales fueron los métodos oficiales de la OIV (1990). Los compuestos_ voldtiles se 
determinaron mediante cromatografia gaseosa con detector de ionizacibn de Ilama (2) 
siguiendo el método QDA (3). Todos los anàlisis se realizaron por duplicado. El andlisis 
sensorial de todos los vinos lo realizé un panel de cata compuesto por 20 catadores. Los 
catadores marcaron la intensidad de cada atributo en una escala de respuesta cuantitativa con 
5 niveles de intensidad, donde 0 correspondîa a la ausencia de percepcién y 5 a una intensidad 
muy elevada. El analisis estadistico de los atributos sensoriales fue un Andlisis de Procusters 
Generalizado (Generalized Procustes Analysis, GPA), y se utilizéò el software Senstools Version 
3.3.2. (Utrecht, The Netherlands). 


3. Resultados 

La Tabla 1 muestra un resumen de los datos obtenidos. La utilizaciébn de levaduras 
secas activas no influy6 de manera determinante en los compuestos volàtiles de los vinos de 
Tempranillo blanco, de la misma forma que no influyé la presencia o ausencia de crianza. Por 
el contrario, los vinos elaborados de forma tradicional presentaron diferencias destacables en 
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comparacién con los elaborados por maceracién carbénica. Los vinos elaborados de forma 
tradicional presentaron concentraciones mayores en àcidos grasos y ésteres de etilo, 
caracterizados por aromas rancios y afrutados respectivamente, que los vinos de maceracién 
carbénica. Los vinos de maceracién carbénica presentaron concentraciones mayores de 
acetatos que los vinos elaborados de forma tradicional. Sin embargo es importante destacar 
que en ambos vinos los compuestos mayoritarios fueron los alcoholes, destacando por sus 


aromas afrutados. 


Tabla 1. Compuestos volatiles de los vinos de Tempranillo blanco! 


(E)-3-Hexen-1-ol 31t+12 14+4 23+35 18+2 10+1 24+6 
(Z)-3-Hexen-1-ol 133+13 115+16 39+29 36+2 29+2 40+9 
1-propanol 404+58 311+41 594+49 885+88 603+70 861+ 201 
2-metil-1-propanol 546+66 896+78 1609+81 1248+159 1602+104 1296+296 
1-butanol 60,69 + 9,63 53+ 8,95 1567+4274 70+8 71+10 69+18 
3-metil-1-butanol 20346+1620 20383+1704 36569+2635 33330+2147 35581+1421 35758+7766 
1-hexanol 601+70 599+78 138+22 157+16 139+6 191+50 
4-nonanol 249+89 276+33 223+51 229+22 243+44 275+122 
2-feniletanol 5521+1503 6613+896 15222+1996 17290+1885 13655+299 18325+4572 
3-metil-1-pentanol 34+6 38+6 41+8 36+4 38+6 37+12 
Alcohol bencilico 14+1 15+2 286+562 8444 85t7 93+25 
3-metiltiopropanol 24+3 2844 87+10 130+27 79+7 127+33 
Butirato de etilo 411+73 400+76 313+39 243+46 256+11 317+83 
Hexanoato de etilo 1660+214 1295+264 600+90 495+111 568+19 668+199 
Lactato de etilo 196+16 342+36 176+26 154+15 195+8 161+37 
Octanoato de etilo 2249 +285 2057+327 812+114 818+188 821+36 1156+363 
Decanoato de etilo 942+124 833+121 568+66 604+86 508+154 806+245 
Succinato de dietilo 59+18 216+63 110+18 87+21 118+6 92+26 
Isoamiloacetato 7463+993 7125+1180 8462+1242 7616+1157 7746+310 9253+2420 
Acetato de hexilo 864+110 738+116 87+15 94+30 86+4 148+45 
2-fenilacetato 466+66 489+86 7101+144 841+150 647+25 1040+332 
Acetoina 39+4 66+23 20+3 43+32 14+2 59+13 
Acidos 2 y 3 54t+13 86+51 119+ 22 120+29 126+5 138+45 
metilbutanoico 

Acido hexanoico 2879+304 2605+281 1006+441 1034+170 1157+25 1245+331 
Acido octanoico 8564+1027 8176+1156 3250+410 3199+742 3189+78 4178+1207 
Acido decanoico 3320+485 3255+511 969+152 1323+402 1201+48 1971+722 
Acido gerànico 276+69 1141+174 357+63 180+71 302+10 234+92 
Acido dodecanoico 196+48 218+36 60+28 64+29 833 111+42 
Acido hexanodecanoico 153+135 132+37 113+27 131+29 102+6 152+48 
4-vinilguaiacol 93+21 89+12 127+21 84t7 121+5 93+29 
Vainillina 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 
4-vinilfenol 288+42 445+75 431+50 464+35 542+37 261+170 


2 VT-ES 181: vinificacién tradicional con levadura ES 181; VT-F33: vinificacién tradicional con levadura Actiflore F33; MC- 
VW: maceracién carbénica con levadura Vintage White; MC-ES 401: maceraciòn carbénica con levadura ES 401; MC-B-VW: 
maceraciòn carbénica en barrica con levadura Vintage White; MC-B-ES 401: maceraciòn carbénica en barrica con levadura ES 401. 
Se muestra la media y desviaciòn estàndar (n=3) 
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Los espacios vectoriales GPA obtenidos de las evaluaciones sensoriales de los vinos de 
Tempranillo blanco se muestran en las figuras la y 1b. Se observa que el método de 
vinificacibn y la presencia o no de barrica fueron los efectos màs importantes. No se 
observaron diferencias significativas en la percepcién gustativa y olfativa debidas al uso de 
diferentes levaduras comerciales. 


a) GPA2, 15.92% b) 


GPA2, 1521% 


MC-ES401 


Fruta madura asa in ci 
> \ ou (Mc-8-ES401 


IUICE  Suavidad 
— : \- GPA1,59.5% Î \ : votumeni 
— Tai SÎ&UT-F33 Fruta tropical \ à = 
n iti {®© Frutablanda ] Dl 
tia si mari 


E ag 
{ ha MC-B-ES401 Fruta citrica \ |a 
MC-B-VW CTS Inténsidad ii VT-ES181 | \ Afidez 

5 - \ / \VT-ES181 


GPAI, 56.95% 


MC-ES401 


Figura 1. GPA olfativo (figura 1a) y gustativo (figura 1b) de los vinos de Tempranillo 
blanco 


Los vinos de elaboracién tradicional mostraron altas correlaciones con los descriptores 
florales y afrutados y los de maceracién carbénica sin barrica se caracterizaron por aromas 
vegetales y minerales asi como descriptores de fruta madura; los aromas a madera y levadura 
fueron predominantes en los vinos de maceraciòn carbénica con barrica, que fueron los méàs 
intensos aromàticamente (Figura 1a). En la fase gustativa los vinos de elaboraciòn tradicional 
presentaron los valores més altos en percepcién dulce, suavidad y sensacién de acidez; la 
maceracién carbénica produjo vinos con mayor volumen en boca pero también se 
incrementaron las sensaciones secas y amargas, probablemente debido a la presencia del 
raspén durante su elaboracién; los vinos elaborados por maceracién carbénica con crianza en 
barrica fueron descritos como los més secos y de mayor volumen (Figura 1b). 


4. Bibliografia 


1. Consejo Regulador de la Denominacibn de Origen Calificada Rioja 
(www.riojawine.com). 

2. Oliveira, J. M., Faria, M., Sà, F., Barros, F., Araùjo, L. M. 2006. C6-alcohols as varietal 
markers for assessment of wine origin. /n: Analytical Chemical Acta. 563, 300-309. 

3. Lawless, H.T., Heymann, H. 1998. Sensory evaluation of food. Principles and 
Practices. Kluwer Academic/Plenum Publishers, Massachussets. 


319 


TE14 - EFECTO DEL GRADO DE MADUREZ DE LA UVA Y TÉCNICAS 
ENOLOGICAS EN LA COMPOSICION VOLATIL DE VINOS TINTOS 
ESPUMOSOS 


S Pérez-Magarifio*®, M Bueno-Herrera®, C Gonzélez-Huerta!, P Lépez de la Cuesta!, M 
Gonzdlez-Làzaro”, L Martinez-Lapuente?”, S Bafiuelos”, Z Guadalupe”, B Ayestarén? 

Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Leén, Consejeria de Agricultura y Ganaderia, Ctra. 

Burgos Km. 119, 47071 Valladolid, Espafia 

2Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (Universidad de la Rioja, Gobierno de La Rioja y CSIC), 

Madre de Dios 51, 26006 Logrofio, Espafia 

*permagsi@itacyl.es 


RESUMEN: 


EI objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del grado de maduracién de la uva y de 
diferentes técnicas enolégicas en la composicién volatil de vinos tintos espumosos con 9 
meses de crianza sobre lias en botella. Se elaboraron diferentes vinos base a partir de la 
variedad de uva Tempranillo, vendimiada en dos estados diferentes de maduracién y se 
estudiaron dos técnicas enolégicas en cada uno de ellos. Se encontraron diferencias entre 
los diferentes vinos espumosos, principalmente en el contenido de acetatos de alcoholes, 
alcoholes C6, y derivados de la vainillina, dependiendo del grado de madurez de la uva. Las 
técnicas enolégicas modificaron la composicién volàtil en menor medida. 


Palabras clave: espumosos tintos, compuestos volàtiles, hielo seco, delestage, reduccién de 
azùcares, desalcoholizaciòn 


1. Introducciòn 


La elaboracién y el consumo de vinos tintos espumosos no es habitual en Espafia. Sin 
embargo, este tipo de vinos se elabora en otros paises, como Estados Unidos, Australia, 
Sudffrica, Argentina, Italia, etc., con una gran aceptacién por parte de los consumidores. Uno 
de los principales problemas a la hora de elaborar estos vinos es la obtencién de un vino base 
con unas caracteristicas adecuadas, un contenido alcohélico moderado y una buena sensacién 
en boca. El grado alcohélico de los vinos base para la elaboracién de vinos espumosos debe 
estar entre 10-11.52. Sin embargo, las uvas tintas vendimiadas en ese momento de madurez 
tecnolégica no han alcanzado el grado de madurez fenélica adecuado. Por ello, se deben 
utilizar técnicas que permitan adecuar las caracteristicas de un vino tinto a la elaboracién de 
un vino espumoso. La maceracién pre-fermentativa en frio [1-2] o el “delestage” con la 
eliminacién parcial de las pepitas [3] pueden ser técnicas utiles para mejorar la calidad de los 
vinos elaborados con uvas pre-maduras. Por otro lado, uvas vendimiadas en el momento 
éptimo de madurez (madurez fendlica) daràn lugar a vinos con un elevado grado alcohélico, 
por lo que el uso de técnicas como la reduccién del azùcar en el mosto [4] o del grado 
alcohélico en el vino [5-6] pueden resultar interesantes. 


Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del grado de maduracién de 
la uva y de diferentes técnicas enolégicas en la composicién volatil de vinos tintos espumosos. 
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2. Material y métodos 


2.1. Elaboracidn de los vinos tintos espumosos 


Se vendimiaron uvas de la variedad Tempranillo en dos momentos de madurez 
diferentes: uvas pre-maduras (PM) con un grado alcohélico y acidez adecuada para la 
elaboracién de vinos espumosos, aunque las uvas no tenian una adecuada madurez fenòdlica; y 
uvas maduras, considerando su momento 6ptimo de madurez fendlica (M). 


Se realizaron 3 tipos de elaboraciones con cada grupo de uvas vendimiadas. Con las 
uvas pre-maduras se elaborò un vino control siguiendo el método tradicional de vinificacién en 
tinto (PM-C); un vino con maceracién pre-fermentativa en frio con hielo seco, manteniendo 
una temperatura de 52C durante 3 dias antes de comenzar la fermentacién alcohélica (PM-HS); 
y un vino con “delestage” y eliminacién parcial de las pepitas que se realizé después de dos 
dias del comienzo de la fermentacién alcohélica durante 3 dfas consecutivos (PM-D). Con las 
uvas maduras se elaborò un vino control (M-C); un vino con reduccién del contenido de 
azùUcares en el mosto mediante un proceso de nanofiltracién (M-RA) usando la membrana SR3 
[7]; y un vino con desalcoholizacién parcial mediante ésmosis inversa (Bucher Vaslin) (M-D). 


Las elaboraciones de los vinos espumosos se realizaron en la bodega de la Estaciòn 
Enolégica (Rueda, Valladolid), y se Ilevaron a cabo siguiendo el método tradicional o 
“champenoise”. Tras el tiraje, las botellas se mantuvieron en la cava subterrànea a 
temperatura y humedad relativa controlada hasta el momento del degiello a los 9 meses. 


2.2. Métodos analiticos y anglisis estadistico 


EI analisis de la composicién volàtil se Ilevé a cabo previa extraccién liquido-liquido y 
posterior cuantificacién por cromatografia de gases-masas [8]. El tratamiento estadistico de los 
datos se realiz6 a través del analisis de la varianza (ANOVA) y la determinacién de las 
diferencias estadisticas entre medias se realizò6 aplicando el test LSD (minima diferencia 
significativa), y con un nivel de confianza del 95%. 


3. Resultados 


Los grados alcohélicos probables de las uvas pre-maduras y maduras fueron de 112 y 
12,59, respectivamente. Por ello, la reduccién de azùcar en mosto y la desalcoholizacién se 
realizaron para conseguir reducir el contenido alcohélico en aproximadamente 1,52. Asî, los 
vinos espumosos tintos presentaron un contenido alcohélico de 12,02+0,3, a excepcién del 
vino control (M-C) que presentò 13,52+0,2. 


En general, los vinos obtenidos con uvas pre-maduras presentaron mayores 
concentraciones of alcoholes C6, principalmente 1-hexanol y cis-3-hexenol (Tabla 1). Estos 
compuestos son responsables de las notas herbàceas y vegetales que pueden aparecer en los 
vinos y que tienen un efecto negativo si sobrepasan los umbrales de percepcién [9]. Ademàs, 
estos vinos presentaron los contenidos méàs altos de acetatos de alcoholes, especialmente los 
elaborados con maceracién pre-fermentativa en frio (PM-HS). Por otro lado, los vinos 
obtenidos con uvas maduras mostraron mayores concentraciones de los derivados de 
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vainillina que pueden contribuir al aroma con notas florales y dulces, asi como de y-lactonas, 
alguna de las cuales puede aportar aromas frutales [10]. 


Tabla 1. Concentracién de los compuestos volatiles (ug/L) de los vinos espumosos tintos tras 9 
meses de crianza sobre lias en botella. 


PM-C° PM-HS PM-D M-C M-RA M-D 
Butirato de etilo 173 a” 191b 167a 168 a 189 b 169 a 
2-metilbutirato de etilo 10a 10a 11a 13a 13a 106 b 
Isovalerato de etilo 15a 15a 16 a 19b 22c 31d 
Hexanoato de etilo 413 bc 398 b 427 c 414 bc 412 bc 360 a 
Lactato de etilo* 124b 140c 144 c 153 d 130 b 99a 
Octanoato de etilo 269 c 220b 234 b 234 b 212b 158 a 
Decanoato de etilo 55 d 50 cd 47 c 36 b 51 cd 29a 
Acetato de isoamilo 1075 c 2155 d 1041 c 612 a 891 b 526a 
Acetato de p-feniletilo 235 c 251d 263 d 112b 118b 45 a 
Acido isovalérico 1357 a 1563 b 1544 b 1375 a 1324 a 2050 c 
Acido hexanoico 4068 b 4209 c 4068 b 4509 d 4078 b 3739a 
Acido octanoico 3634 bc 3468 b 3784 c 3382 ab 3117a 4427 d 
Acido decanoico 472 c 456 c 439c 362 b 321 ab 311a 
1-hexanol 1278 c 1306 c 1315c 877 b 867 b 584a 
Trans-3-hexen-1-ol 76 d 64 c 63 c 49b 42 a 43 a 
Cis-3-hexen-1-ol 372 d 388 e 387 e 51c 31b 21a 
Alcohol bencilico 134a 155 b 155 b 321e 223 c 256 d 
Alcohol de B-feniletilo* 53,7b 55,9c 56,9 c 49,9 a 57,5c 60,2 d 
Linalol 4,1 bc 4,9d 4,4 Cc 3,7b 2,9a 4,4 Cc 
a-terpineol 1,0a 1,0a 1,7c 1,8c 1,3b 6,5d 
B-citronelol 3,7 ab 5,2 c 3,6 a 4,1b 3,8 ab 4,1b 
y-Butirolactona* 10,5 a 14,1c 10,7 a 15,1d 13,4b 16,7 e 
y-Nonalactona 3,0b 2,6 a 3,0b 5,0 d 4,0c 4,8 d 
Vainillato de metilo 1,9a 1,7a 1,5a 13,0 d 11,2c 8,5 b 
Vainillato de etilo 16 ab 14a 18b 38 d 26 c 55e 
Acetovainillona 26 ab 25a 28 b 34c 34 c 32c 


° Abreviaturas en Materiales y Métodos; ? Valores con letras diferentes para cada 
compuesto indican diferencias estadisticamente significativas para p <0,05. * datos en mg/L 


No se encontraron diferencias importantes en los vinos elaborados con uvas pre- 
maduras por efecto de las diferentes técnicas estudiadas. Unicamente, los vinos obtenidos con 
maceraciòn pre-fermentativa en frio con hielo seco presentaron mayores contenidos de 
acetatos de alcoholes, linalol y citronelol. En cuanto a los tratamientos realizados con la uva 
madura, la desalcoholizacién parcial del vino fue la que dio lugar a mayores diferencias. Los 
vinos espumosos tintos obtenidos a partir de vino parcialmente desalcoholizado presentaron 
mayores concentraciones de ésteres etilicos de àcidos grasos ramificados y menores de 
ésteres etilicos de àacidos grasos lineales, asi como de los alcoholes C6. Por otro lado, la 
reduccibn de azùucar en los mostos modificò poco la composicién volatil de los vinos 
espumosos finales, observandose una ligera disminucién de y-lactonas y de los derivados de 
vainillina. 
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4. Conclusiones 


Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el grado de madurez de la uva afectò de 
forma més importante a la composicién volatil de los vinos. Las técnicas enolégicas aplicadas 
modificaron estos compuestos en menor grado, por lo que pueden resultar interesantes para 
conseguir vinos base con un adecuado grado alcohélico. Sin embargo, serà necesario estudiar 
la influencia de estas técnicas en otros compuestos como los fenoles que afectan a la 
sensaciòn gustativa. 


5. Bibliografia 


1. Gémez-Miguez, M., Gonzalez-Miret, M.L., Heredia, F.J. 2007. Evolution of colour and 
anthocyanin composition of Syrah wines elaborated with pre-fermentative cold maceration. In: 
Journal of Food Engineering 79, 271-278. 

2. Alvarez, |., Aleixandre, J.L., Garcia, J., Lizama, V. 2006. Impact of pre-fermentative 
maceration on the phenolic and volatile compounds in Monastrell red wines. /n: Analytica 
Chimica Acta 563, 109-115. 

3. Zamora, F. 2003. Elaboracién y crianza del vino tinto: aspectos cientificos y pràcticos. AMV 
Editores. 

4. Garcia-Martin, N., Pérez-Magarifio, S., Ortega-Heras, M., Gonzalez-Huerta, C., Mihnea, M., 
Gonzàlez-Sanjosé, ML., Palacio, L., Pràdanos, P., Hernandez A. 2011. Sugar reduction in white 
and red musts with nanofiltration membranes. In: Desalination Water Treatment 27, 167-174. 
5. Rodriguez-Bencomo, J.J., Ortega-Heras, M., Pérez-Magarifio, S., Cano-Mozo, E., Gonzalez- 
Huerta, C., Herrera, P. 2008. Desalcoholizacién de vinos mediante columna de cono rotatorio: 
caracteristicas del vino final. /n: Enélogos 51, 58-62. 

6. Belisario-Sanchez, Y.Y., Taboada-Rodriguez, A., Marin-Iniesta, F., Lépez-G6mez, A. 2009. 
Dealcoholized wines by spinning cone column distillation: phenolic compounds and 
antioxidant activity measured by the 1,1-Diphenyl-2-picryIhydrazyl Method. /n: Journal of 
Agricultural and Food Chemistry 57, 6770-6778. 

7. Salgado, C., Carmona, F.J., Palacio, L., Pràdanos, P., Hernandez, A. 2012. Evaluation of 
nanofiltration membranes for sugar reduction in red grape must. /n: Proceedings of 
Euromembrane 2012, London, UK. 

8. Rodriguez-Bencomo, J.J., Ortega-Heras, M.; Pérez-Magarifio, S. 2010. Effect of alternative 
techniques to ageing on lees and use of non-toasted oak chips in alcoholic fermentation on the 
aromatic composition of a red wine. /In: European Food Research and Technology 230, 485- 
496. 

9. Ferreira, V., Fernandez, P., Pefia, C., Escudero A., Cacho, J.F. 1995. Investigation on the role 
played by fermentation esters in the aroma of young Spanish wines by multivariate analysis. 
In: Journal of the Science of Food and Agriculture 67, 381-392. 

10. Jarauta, |., Ferreira, V., Cacho, J. 2006. Synergic, additive and antagonistic effects between 
odorants with similar odour properties. /n: Flavour science: recent advances and trends. 
Elsevier, Amsterdam, NL, 205-208. 


6. Agradecimientos 


Los autores agradecen al INIA la financiacién recibida a través del proyecto RTA2012-00092- 
C02-01 (con fondos FEDER). 


323 


TE15 - INFLUENCIA DEL TIPO DE DEPOSITO EN LA 
FERMENTACION Y EVOLUCION DE LOS VINOS. COMPOSICION 
AROMATICA 


Maria José Garcia, Victoria Lizama, Inmaculada Alvarez, José Luis Aleixandre-Tudò y 
José Luis Aleixandre 
Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo. Universitat Politècnica de València. 
Camino de Vera s/n, 46023 Valencia. e-mail: mesparza@tal.upv.es 


RESUMEN: 


EI objetivo de este trabajo ha sido estudiar la influencia del tipo de depésito (hormigén y 
acero inoxidable) en la composicién final de vinos de Tempranillo y Cabernet Sauvignon, asi 
como la evolucién de los compuestos aromàticos de un vino conservado en depésitos de 
hormigén, depésitos de acero inoxidable y barricas de roble francés, tanto nuevas como 
usadas un màximo de tres afios, para poder establecer en que recipientes es aconsejable 
realizar la conservaciòn de los vinos para obtener la maxima calidad aromatica. 

Los resultados muestran que los vinos fermentados en acero inoxidable son més arométicos 
que los fermentados en hormigén. Los vinos conservados en diferentes recipientes, 
muestran cambios en su composicién aromatica, aumentando la concentracién de los 
alcoholes debido a la hidrélisis de sus acetatos. También es importante el aumento de los 
esteres (excepto decanoato de etilo) ya que estos compuestos son los responsables de los 
aromas afrutados de los vinos. 

La crianza de los vinos en barrica de roble da lugar a la aparicién de los aromas terciarios, 
incrementando significativamente la presencia de los fenoles volatiles, vainillina, B-metil-y- 
octolactona y 5- metilfurfural, compuestos que contribuyen a la mayor intensidad y calidad 
aromatica de los vinos. 


1. Introducciòn 


El aroma del vino es el resultado de complejos equilibrios entre los distintos 
componentes volatiles. La calidad del vino se basa en la complejidad de su composicién y en el 
gran numero de sustancias que intervienen en su caracterizacién  organoléptica, 
particularmente las responsables del aroma. Muchas de estas sustancias se encuentran 
presentes en la uva, otras se forman durante la fermentacién, otras se producen durante el 
envejecimiento, pero todas van evolucionando en el vino durante este periodo. 

La técnica de elaboracibn y conservacién de vinos influye en las caracteristicas 
aromaticas, siendo un factor importante de incidencia directa en los aromas del vino [1]. 
Durante la conservacién de los vinos se forman aromas terciarios por reacciones àcido 
catalizadas y por la hidrélisis de los terpenos. Ademàs, la barrica de madera modifica la 
composicibn aromatica produciendo extraccibn de muchos compuestos volàtiles de la misma 
madera, como f-metil-voctolactona que contribuye a aromas a madera, coco, etc. [2]., 
Durante la conservacibn en acero inoxidable también puede producirse una cierta 
microoxigenacibn que favorece las reacciones de hidrélisis, por lo tanto formacién de otros 
aromas terciarios [3]. . 
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En este trabajo, se plantea el estudio de la evolucién de la composicién polifenélica y 
aromatica de un vino tinto elaborado con la variedad Tempranillo, perteneciente a la 
Denominacién de Origen Utiel-Requena, después de haber sido sometido a diferentes tipos de 
conservacién y crianza en depòsitos de acero inoxidable, depésitos de hormigén, y barricas de 
roble francés. 

EI objetivo principal del estudio es establecer el sistema de conservacién  més 
adecuado que permita mejorar la composicién y la estabilidad de los compuestos aromàticos 
del vino, asî como sus caracteristicas organolépticas, para conseguir la calidad éptima de estos 
vinos. 


2. Material y métodos 


Para elaborar el vino base de estas experiencias se procesò uva tinta de la variedad 
Tempranillo en la Bodega Chozas Carrascal, de la Denominacién de Origen Utiel-Requena. 
Para el trabajo experimental se han utilizado 3 depésitos de acero inoxidable, 3 de hormigén y 
cuatro barricas de tonelerîa diferente: Bel Air, Ermitage, Adour e Intona. 


Los depésitos de hormigén utilizados en este estudio tienen una capacidad cubica que 
permite un sombrero fino, con mejor extraccién de polifenoles durante los remontados y 
paredes gruesas que permiten mantener mejor la temperatura de su interior por lo que 
clarifican mejor y quedan més estables. En estos depésitos existe una ligera microoxigenaciòn; 
lo que permite la polimerizacién y su consiguiente suavidad en los vinos. 


Por el contrario, en los depésitos de acero inoxidable no se produce microoxigenaciòén 
en los vinos, en este tipo de depéòsitos los vinos evolucionan menos que en los depésitos de 
hormigén, lo cual puede ser una buena caracteristica si se quieren vinos con menor evoluciòn 
sobretodo en aroma y color. 


Respecto a barricas, los cuatro tipos son de roble francés, con 225 litros de capacidad, 
tostado medio. Las barricas Bel Air estàn fabricadas en Burdeos y la madera procede de una 
mezcla de tres zonas de Allier; esta barrica es la màs ligera con respecto a las otras tres. Las 
barricas Adour fueron fabricadas en Plaisance de Gers, la madera procede unicamente de 
bosques de Allier y es la barrica màs pesada de las cuatro. Las barricas Ermitage, son barricas 
que pertenecen al grupo Charlois, siendo Ermitage una de las marcas que trabaja en barricas, 
la toneleria se encuentra en La Charite-sur-Loire y la madera es una mezcla de los bosques de 
Bertranges y Trongais. Por ùltimo, las barricas Intona, son de una tonelerîa espafiola, al 
contrario que las otras tres ya que pertenecen a tonelerias francesas, esta toneleria està 
situada en Monteagudo, Navarra. La madera de este tipo de barricas procede de los bosques 
de Allier. 


Para la determinacién de los compuestos aromàticos de los vinos se ha utilizado la 
técnica de la cromatografia de gases. El método de extracciòn utilizado es el que propone 
Dolores Herranz [4] y que se basa en el propuesto por Cocito y col., presentando ciertas 
modificaciones realizadas por la autora mencionada con el objeto de optimizar la técnica. 


El tratamiento estadistico de los valores obtenidos en las determinaciones analiticas 
realizadas en los vinos producto de las distintas experiencias, se ha Ilevado a cabo con el 
programa informàtico STATGRAPHICS Plus 5.1 for Windows. Se ha realizado andlisis de la 
varianza (ANOVA) para establecer la influencia de las distintas pràcticas tecnolégicas 
ensayadas sobre los paràmetros aromàticos analizados en los vinos. 
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El andlisis estadistico empleado es de tipo LCD con niveles de significancia del 99% (p 
< 0,01) y del 95% (p < 0,05). AI comparar los resultados se indican con una misma letra los 
valores que no son significativamente diferentes y, con una letra distinta en caso contrario. 


3. Resultados 

Para realizar el estudio comparativo de los compuestos aromaticos en los vinos tintos 
sometidos a una estancia en depòsitos de acero inoxidable, hormigén y en barricas de roble 
francés de diferentes tonelerias y con un grado de tostado medio, se han identificado 18 
compuestos volatiles, entre ellos alcoholes, ésteres, fenoles volàtiles y àcidos. 


Tabla 1. Valores medios, desviaciòn estàndar y ANOVA de los compuestos volatiles (mg/L) en los vinos conservados 
en depòsitos de acero inoxidable, hormigén y barricas en mayo. 
MAYO 


[ vemitim [sé [sé | sé | ma | sm | né | 
Emesso |__| ni |__| n | n | ne] 


Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas al 95%. nd: no detectado 


Tabla 2. Valores medios, desviacién estàndar y ANOVA de los compuestos volatiles (mg/L) en los vinos conservados 
en depòsitos de acero inoxidable, hormigén y barricas en agosto. 


[ fpnen | 032002 | oaMo0ia | 030012 | 0asona | camooia | 0350012 | 
[  cpnen | S75:00120 | 7390012 | 6480013 | r6H0022h | r2H0072 | S710013 | 
[ vaivilima | nd | nd | oostoo1a | oz6iossa | ogopia | op6o01: | 
[Fmetiycoctotaciona | nd | n | osti001a | osziooia | ossooit | o2600c | 
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Linalol 0,47+0,07 a 0,49+0,01 a 0,44+0,01 a 0,52+0,02 a 0,42+0,05 a 0,46+0,04 a 


62,87+3,72 b 71,43+3,16 ab 48,87+0,24 a 94,78+3,28 c 63,28+2,36 b 74,2+3,89b 


Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas al 95%. nd: no detectado 


Como se aprecia en las tablas 1 y 2, hay un efecto significativo del tipo de depésito 
utilizado para la conservacién de los vinos a lo largo del tiempo sobre la concentracién de la 
mayoria de los compuestos volàtiles analizados. Esto es debido a que la estancia en barrica y 
depésito de hormigén da lugar a importantes modificaciones en la composicién del vino 
debido principalmente a la difusibn del oxigeno. Los cambios se producen por diversas 
razones: cesién de componentes por la madera de roble y diversas reacciones quimicas como 
esterificaciòn, hidrélisis, oxidaciòn, acetilaciòn. [5]. [6]. [7]. 


4. Conclusiones 


Los resultados muestran que el tipo de depéòsito (acero inoxidable, hormigén o barrica) 
utilizado en la conservacién del vino, influye significativamente en la concentracién de la 
mayoria de los compuestos volàtiles analizados, y esto es debido al diferente aporte de 
oxigeno en cada recipiente y al aporte de compuestos cedidos por el material utilizado como 
es el caso de las barricas. Durante la conservacién del vino se produce un aumento de 
alcoholes, ésteres, fenoles volàtiles y aldehidos furànicos. El tipo de barrica utilizado afecta 
significativamente al contenido en los vinos de alfa pinen, cis 3 hexenol, decanoato de etilo, 
dietil succinato, acido decanoico , B-metil-y-octolactona, y diacetal. Los vinos conservados en 
barrica Ermitage presentan mayor concentracién de B-metil-y-octolactona y vainillina, ambos 
son compuestos aportados por la barrica y que por tanto caracterizan a los vinos de crianza. 
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RESUMEN: 

EI consumidor actual, busca vinos tintos con mucho color y estructura, pero que no sean 
demasiado amargos ni astringentes. Para favorecer la polimerizacién de taninos, sin que se 
produzca una pérdida de color, se han propuesto diversos métodos, como son la 
microoxigenacién empleo de barricas, etc. 


En el presente trabajo se establece la diferencia en la evolucién de los vinos conservados en 
depòsito de acero, de cemento no revestido y en barrica. Los depésitos de acero inoxidable 
y los de cemento no revestido se emplearon para fermentaciòn y almacenamiento, por lo 
que la microoxigenacién, producida en estos Ultimos, serà decisiva para la polimerizacién de 
polifenoles desde la fermentaciòn. 


Otro aspecto incluido en este trabajo es estudiar si hay diferencias en el momento en que se 
realice la microoxigenacién, es decir durante la fermentacién y conservacién o bien 
posteriormente en la barrica. 


1. Introducciòn 


La realizacién de la vinificacibn en diversos materiales condiciona al comportamiento 
de los compuestos polifenélicos de los vinos. La incorporacibn de oxigeno a través de los 
materiales constitutivos de los depésitos contribuye a la estabilizacién de los polifenoles. Las 
medidas de oxigeno disuelto en el vino en diferentes tipos de depésito de vinificacibn han 
puesto de manifiesto que en los depésitos de acero inoxidable la concentracién de oxigeno 
disuelto es menor a la observada en los vinos conservados en depésitos de hormigòn y de 
madera. 


EI acero inoxidable, por sus caracteristicas de inercia y estanqueidad, no influye 
determinantemente en la evolucién de la composicién de los vinos. Los depésitos de cemento 
impermeabilizados con resinas epoxi tienen un comportamiento similar al acero inoxidable, 
aunque es de destacar en ellos su inercia térmica [1 y 2], pero si estos depòsitos no se inertizan 
pueden dar lugar a una cierta microoxigenacién que contribuya a la estabilizacién de los 
compuestos polifendlicos. 


La madera aporta al vino compuestos aroméaticos y taninos, y debido a la 
microoxigenacibn que tiene lugar a través de sus poros, da lugar a la estabilizacién de los 
polifenoles, tanto durante el proceso de crianza, como durante la fermentaciòn y 
conservacién, en mayor medida cuanto menor sea la relacién superficie/volumen. Las barricas 
de roble se utilizan para el envejecimiento de vinos y bebidas alcohélicas debido a sus efectos 
positivos, como el aumento de la estabilidad del color, la clarificacién espontànea, la 
disminucién de la astringencia. Los cambios de color que se producen durante el 
envejecimiento de los vinos pueden ser debidos a la creacibn de nuevos pigmentos, como 
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piroantocianos [3] y a la condensacién entre antocianos y flavonoles, bien directa o mediada 
por acetaldehido. 


Es importante destacar el papel de los elagitaninos en la evolucién del color de los 
vinos. Estos compuestos fendlicos extraidos de la madera mejoran la estabilidad del color y 
reducen la astringencia del vino al favorecer las reacciones de condensacién antociano-tanino, 
y taninos entre si, con polisacàridos, etc. [4], mientras que limita los procesos de degradacién 
de los compuestos fenélicos [5]. Las caracteristicas fisicoquimicas de la vino (pH , alcohol, 
acidez titulable, acidez volatil y SO) son muy importantes durante el envejecimiento, ya que 
algunos compuestos fendlicos , tales como elagitaninos , se extraen màs o menos de la madera 
en funcién de las caracteristicas del vino [6]. 


En un vino joven, el color depende bàsicamente de su composicién en antocianos 
libres y de los posibles copigmentos. Màs adelante, cuando el vino envejece, los antocianos 
libres desaparecen del vino a lo largo del tiempo debido a su oxidacién, o a su combinacién 
directa con los flavanoles o mediada por el etanal. Las reacciones de los polifenoles y su 
degradacibn hacen que los compuestos fenélicos de los vinos tintos se modifiquen 
continuamente y se transformen en otras especies moleculares màs estables, ocasionando 
pérdidas de color y astringencia. 


2. Material y métodos 


EI plan experimental comprende la elaboracién y estudio del comportamiento de dos 
variedades de uva Tempranillo y Cabernet Sauvignon, fermentadas en hormigén y acero 
inoxidable; asi como el estudio de la evolucién de un vino obtenido por coupage de los 
anteriores, y conservado en depòsitos de acero inoxidable y hormigén, y en barricas de roble 
francés. 

Las uvas de la variedad Tempranillo y Cabernet Sauvignon fueron vendimiadas 
mecànicamente, desgranadas para separar los granos, raspones, etc., con suavidad, sulfitadas 
y posteriormente introducidas en depòsitos de acero inoxidable y de hormigén. Cada variedad 
fermenta de forma individual en los dos tipos de depésitos, realizandose las experiencias por 
triplicado. Una vez separado el vino de los orujos se volvieron a Ilevar a los depésitos de acero 
inoxidable y hormigén para la realizacién de la fermentacién malolàctica. 

Posteriormente se realizéò toda la analitica en los diferentes depésitos a los seis meses, 
IC, IPT, concentraciòn de antocianos, taninos condensados, indice de PVPP, indice de 
ionizacién, indice de Gelatina, grado medio de polimerizacién de los taninos [7]. Se realizé el 
seguimiento de la evolucién de los vinos durante 6 meses. Todas las determinaciones se 
realizaron por triplicado. 


3. Resultados 


Como se puede observar, en los resultados obtenido en la Tabal 1, se produce una 
importante disminucién del color de los vinos durante los meses de conservaciòn, siendo més 
acusada esta disminucién en los vinos conservados en depésitos de acero inoxidable y 
hormigén. EI mayor color observado en los vinos conservados en barricas puede ser debido a 
que se mantengan los antocianos en forma coloreada debido a las reacciones mediadas por el 
oxigeno que tienen lugar por incorporaciòn de éste a través de los poros de las barricas, pero 
también al aporte de taninos elàgicos por parte de la madera, que influyen sobre la evolucién 
del color ya que tienen un efecto protector de la oxidacién sobre los antocianos que 
contribuyen al color [8]. 
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Por otra parte, los antocianos decolorables estàn formados mavyoritariamente por 
antocianos libres no protegidos por otras moléculas, que por tanto son més reactivos y més 
faciles de oxidar y decolorar (Vivas et al., 1995). El mayor descenso se observa en los vinos 
conservados en barricas, no encontrandose diferencias significativas entre los vinos 
conservados en acero inoxidable y hormigén. 


EI porcentaje de antocianos combinados con los taninos, valorados por el Indice de 
PVPP, se incrementa durante la conservacién de forma paralela a la desaparicién de los 
antocianos libres o decolorables, y estas nuevas estructuras contribuyen a la estabilidad del 
color de los vinos [9]. Las barricas de madera, y en menor medida el hormigén, permiten esta 
microoxigenacibn que trae como consecuencia una mayor estabilidad de los taninos [10]. 


Tabla 1. Valores medios obtenidos, desviacibn estàndar y ANOVA de las determinaciones 
realizadas del vino inicial y después de 6 meses de conservaciòn en los distintos recipientes. 


: CONSERVACION DURANTE 6 MESES 
DETERMINACION VINO RIA TA Fiato Pasino 
QUIMICA INOXIDABLE HORMIGON 
NUEVA 
INTENSIDAD COLORANTE | 15,01+0,05 | 13,07+0,32a | 13,21+0,11b | 14,74+0,34c | 455.09 | 0.000 
IPT 67,34+0,47 | 63,47+0,20a | 62,67+0,57a | 65,36+0,91b | 23,39 | 0.000 
ANTOCIANOS 680,79 + 2,06 | 482,94+3,59b | 499,19+6,67b | 470,90+5,48a | 21.24 | 0.000 
DECOLORABLES (mg/l) 
I. PVPP (%) 30,51+2,09 | 63,78+3,53 | 61,77+3,88 | 60,63+341 3.36 | 0.080 
TANINOS CONDENSADOS | > 99 + 0,16 2,54+0,07a | 2,77+0,21b | 3,10+0,09c 3.59 | 0,032 
(mg/l) 

mDP 5,40 + 0,05 5,65 + 0,00 5,35 + 0,00 5,50 + 0,01 3,58 | 0,049 

% GALOILACION 5,17 + 0,13 4,79+0,00a | 4,83+0,00a | 5,06+0,05b | 11,11 |0,0028 
PESO MOLECULAR 1611,93 + 14,76 | 1683,07+ 165 | 1594,80+124 | 1640,30+198 | 3,59 | 0,049 

TANINOs 

I. GELATINA (%) 61,55+1,14 | 41,35+6,56a | 45,17+5,30a | 50,55+2,82b | 3,96 | 0,023 


*Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas 


Asi pues, la microoxigenacién provocada en el deposito de cemento, deberîa provocar 
un mayor aumento del mDP que en los vinos conservados en acero inoxidable; dicho efecto no 
se obtiene, pero hay que tener en cuenta que no existen diferencias significativas entre acero 
inoxidable y hormigén. El porcentaje de galoilaciòn, tiene que ver con la polimerizacién de los 
taninos y sobre todo con la astringencia. Un porcentaje de galoilaciòn cercano al 5%, anticipa 
que la uva no estaba perfectamente madura en cuanto a su madurez polifenélica, pudiendo 
haber habido cesién de taninos de pepitas a los vinos. Estos resultados corroboran los 
obtenidos en la determinacién del Indice de Polifenoles Totales, en el que se observa que los 
vinos en barrica contienen mayor concentracién de polifenoles, y en el indice de gelatina, que 
pone de manifiesto como los vinos criados en las barricas nuevas presentan una mayor 
astringencia, debido probablemente a la cesién de elagitaninos a los vinos [11]. El mayor 
aporte de taninos elàgicos por parte de las barricas nuevas trae como consecuencia una mayor 
astringencia, ocasionada por la reactividad con las proteîinas de la saliva de los taninos 
elàgicos. El hecho de que sean los vinos conservados en barrica nueva los de mayor grado de 
polimerizacién de sus taninos entre si y con polisacàridos, no es suficiente para compensar la 
gran astringencia que aportan los taninos elàgicos [8]. A medida que los vinos van 
envejeciendo, los taninos elàgicos van disminuyendo al intervenir en reacciones de oxidacién, 
precipitacién, etc., que traen como consecuencia una disminucién de la astringencia y un 
mayor equilibrio organoléptico [12]. 
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4. Conclusiones 


Durante la conservacién, la Intensidad Colorante disminuye en todos los 
vinos, siendo més acusada esta disminucién en los vinos conservados en depésitos de acero 
inoxidable y hormigén comparativamente con aquellos conservados en barricas. 


La concentraciébn de taninos condensados se va incrementando durante la 
conservaciòbn a medida que desciende la de catequinas, en mayor medida en los vinos 
conservados en barricas. La conservacién del vino en barrica favorece el incremento del grado 
de polimerizaciòn de taninos, tal y como muestran los resultados de la floroglucindlisis. Sin 
embargo la conservacién en hormigén, no contribuye de la misma manera a la polimerizacién 
de los taninos. 
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RESUMEN: 


Se ha estudiado el efecto del contacto con la madera de roble en forma de virutas, en las 
diferentes etapas del proceso de vinificacién, en la composicién volatil y las caracteristicas 
sensoriales de los vinos de la variedad Verdejo. Los compuestos del aroma fueron 
analizados mediante CG-EM previo aislamiento mediante SPE. El perfil sensorial de los vinos 
objeto de estudio fue evaluado por un panel de catadores expertos. Las virutas de roble 
fueron adicionadas durante la fermentacién alcohélica y en el vino joven. Los vinos 
fermentados con virutas de roble durante la fermentaciòn alcohélica presentaron las 
mayores concentraciones de ésteres etilicos de àcidos grasos de cadena corta y larga, de 
alcoholes superiores, compuestos bencénicos, lactonas de roble y compuestos furànicos. El 
perfil sensorial de los vinos se vio modificado en funcién del punto de adicién de las virutas 
de roble. 


Palabras clave: Verdejo; Virutas de roble; Proceso de vinificacién; Compuestos Volatiles; 
Perfil Sensorial 


1. Introducciòn 


En la actualidad el uso de la barrica de roble en la crianza de los vinos se ha convertido 
en una técnica de alta calidad para la maduracién de los vinos, pero no es la ùnica, aunque si 
seguramente la màs cara. En los Ultimos afios se ha popularizado la adicién al vino en 
diferentes momentos del proceso de vinificacibn de trozos de madera de roble de diferentes 
tamafios (polvo, virutas, trozos de duelas,...) que contribuyen a cambiar organolépticamente al 
vino. 


EI presente trabajo de investigacién como principal objetivo estudiar el efecto que la 
adicién de las virutas de roble tener en diferentes etapas del proceso de vinificacién podîa 
tener en la composicién volatil y en el perfil sensorial de los vinos blancos jévenes de la 
variedad Verdejo cultivada en la regién de Castilla-La Mancha. 


2. Material y métodos 


Para la elaboracién de los vinos se utilizaron uvas de la variedad Verdejo cultivadas en 
la regién de Castilla-La Mancha, recogidas en su punto éptimo de madurez y en perfecto 
estado sanitario. Los vinos se elaboraron a escala de laboratorio. El vino control se elaborò 
siguiendo el esquema de elaboraciòn tradicional en blanco. El resto de vinos se elaboraron con 
la adicién de virutas de roble en una concentraciòn de 6g/L en diferentes puntos del proceso 
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de vinificacibn durante la fermentacién alcohélica (FA) y terminado el proceso de vinificaciòn 
(DF). Todas las fermentaciones se realizaron por duplicado. El inéculo utilizado fue la levadura 
seleccionada Saccharomyces cerevisiae cerevisiae C.E.C.T. n? 10835. Terminada la 
fermentacién alcohélica los vinos fueron trasegados, filtrados, embotellados y almacenados en 
condiciones controladas de luz, humedad y temperatura. 


La extraccién de los compuestos volatiles de los vinos se realiz) segun el método 
propuesto por Sanchez-Palomo y col. en el afio 2006 (1), utilizando cartuchos de polipropileno- 
divinilbenceno de 0.5g de fase sélida y 4-nonanol como patrén interno. 


EI anélisis sensorial fue realizado por un panel formado por diez catadores expertos en 
andlisis sensorial de vinos utilizando los atributos que previamente habîfan sido seleccionados 
por consenso como los que mejor describian las caracteristicas de los vinos. Para la 
cuantificacién de los diferentes atributos se utilizaron escalas no estructuradas de 10 cm y 
algunas sustancias de referencia. Todos los vinos se evaluaron por duplicado en una sala de 
cata normalizada (2) y utilizando copas normalizadas (3) cubiertas con un vidrio de reloj para 
evitar las pérdidas. 


3. Resultados 


En las Figuras 1 y 2 se muestran respectivamente las concentraciones medias de los 
principales grupos de compuestos del aroma varietal, de los principales compuestos extrafdos 
de la madera y del aroma fermentativo de los vinos Verdejo objeto de este estudio. Estos 
resultados ponen de manifiesto que los vinos elaborados con adicién de virutas de roble 
durante la fermentacién alcohélica presentaron mayores concentraciones de esteres etilicos 
de àcidos grasos de cadena larga y de etil, hexil e isoamil acetatos. Ademàs estos vinos 
presentaron también las mayores concentraciones de compuestos bencénicos, las lactonas de 
roble y los compuestos furànicos seguidos de los vinos en contacto con las virutas una vez 
finalizados. 


EI perfil sensorial de los vinos fue evaluado por un panel de catadores expertos con 
amplia experiencia en Anglisis Sensorial de vinos. La Figura 3 muestra las puntuaciones medias 
otorgadas por los catadores a los principales atributos evaluados en el perfil olfativo de los 
vinos objeto de estudio. 


EI perfil sensorial de los vinos Verdejo de Castilla-La Mancha elaborados siguiendo el 
esquema tradicional de vinificacibn en blanco se caracterizé por elevadas intensidades de olor 
a fresco, manzana verde, afrutado, fruta tropical y citricos con ciertas notes dulces. La adicién 
de virutas de roble durante las diferentes etapas del proceso de vinificaciébn modificò el perfil 
sensorial de los vinos. Asî, los vinos elaborados en contacto con virutas de roble durante la 
fermentacién alcohélica presentaron menores intensidades de los principales atributos del 
perfil sensorial de los vinos control incrementàndose las intensidades de aroma a fruta madura 
y dulzén y apareciendo nuevos atributos como coco, especias dulces, tostado y madera 
relacionados principalmente con los compuestos cedidos por la madera al vino. Por ùltimo los 
vinos elaborados en contacto con madera tras la fermentacién alcohélica presentaron 
caracteristicas sensoriales intermedias entre los otros dos vinos objeto de estudio presentando 
el perfil base de los vinos control aunque con intensidades ligeramente inferiores y las notas 
de los vinos en contacto con madera durante la fermentaciòn alcohélica màs atenuadas. 
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4. Conclusiones 


Mediante este estudio ha sido puesto de manifiesto que el punto de adicién de las 
virutas de roble durante el proceso de vinificaciébn tiene un claro efecto en la composicién 
volàtil y en el perfil sensorial de los vinos Verdejo de Castilla-La Mancha. La extracciòn de los 
compuestos procedentes de las virutas de roble se incrementa en el caso de los vinos 
en contacto con virutas de roble durante la fermentacién alcohélica. 


Los resultados obtenidos van a permitir a la industria vinicola ejercer un mayor 
control en el uso de las virutas de roble en las diferentes etapas del proceso de 
vinificaciòn. EI punto de adicién de las virutas de roble deberia ser recomendado de 
acuerdo con el perfil sensorial deseado en el vino. 
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Figura 1. Concentraciones medias (ug/L) de los principales grupos de compuestos volàtiles varietales y 
extraidos de la madera de los vinos objeto de estudio 
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Figura 2. Concentraciones medias de los principales grupos de compuestos formados durante la 
fermentaciòn alcohélica del perfil del aroma de los vinos objeto de estudio 
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Figura 3. Intensidades medias de los principales atributos del perfil sensorial de los vinos objeto de 
estudio 
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RESUMEN: 


EI objetivo del presente trabajo fue determinar la influencia de la técnica de co-vinificacién 
con la variedad Cencibel en el aroma varietal y las caracteristicas sensoriales de los vinos 
Moravia Dulce. Los compuestos del aroma fueron analizados mediante CG-EM previo 
aislamiento mediante SPE. El perfil sensorial de los vinos objeto de estudio fue evaluado por 
un panel de catadores expertos. La co-vinificacibn con la variedad Cencibel produjo un 
descenso en la concentracién de los compuestos Cs y un aumento de la concentracién de 
los compuestos terpénicos y C;3-norisoprenoides con respecto a los vinos monovarietales. El 
perfil olfativo de los vinos co-vinificados presenté mayor complejidad aromatica en general 
que los vinos monovarietales. La co-vinificaciébn puede considerarse como una técnica 
interesante para la mejora del aroma de los vinos monovarietales de la variedad Moravia 
Dulce 


1. Introducciòn 


EI aroma del vino està formado por una amplia variedad de compuestos de diferente 
naturaleza quimica y en un amplio rango de concentraciones. Hasta el momento en el vino han 
sido identificados mas de 800 compuestos volatiles (1,2), entre los que se incluyen, àcidos, 
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles, lactonas, terpenos, C;3-norisoprenoides, 
derivados azufrados, etc. La repercusibn de estos compuestos en el aroma global del vino 
depende tanto de su concentracién como de su “umbral de percepcién olfativa” de modo que, 
sélo aquellos compuestos cuya concentracibn supere el umbral de percepciòn olfativa 
contribuiràn de manera individual al aroma global del vino, mientras que el resto contribuyen 
de manera sinérgica, antagénica... 


Actualmente cada vez son més los consumidores que demandan vinos màs complejos 
e innovadores, que los elaborados mediante la vinificacibn tradicional, considerando de mayor 
calidad los vinos que expresan en grado superlativo sus caracteristicas varietales. En los 
ultimos afios, se han realizado grandes avances en la investigacién sobre la aplicacién de las 
técnicas enolégicas con la idea de mejorar la calidad del vino y aumentar su complejidad 
aromàtica. 


EI objetivo principal de este estudio fue determinar la influencia de la técnica de co- 


vinificacibn con la variedad Cencibel en el perfil quimico y sensorial del aroma de los vinos de 
la variedad Moravia Dulce cultivada en la regién de Castilla-La Mancha. 
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2. Material y métodos 


Para la elaboracién de los vinos se utilizaron uvas tintas de las variedades Cencibel y 
Moravia Dulce cultivadas en la regién de Castilla-La Mancha, recogidas en su punto éptimo de 
madurez y en perfecto estado sanitario. Los vinos se elaboraron a escala de laboratorio en 
garrafas de 10L de capacidad. Se elaboraron vinos monovarietales de las dos variedades y 
vinos mediante la técnica de la co-vinificacién de las variedades Cencibel (50%) y Moravia 
Dulce (50%). El inéculo utilizado fue la levadura seleccionada Saccharomyces cerevisiae 
cerevisiae C.E.C.T. n? 10835. Los bazuqueos fueron manuales cada 12 horas. Terminada la 
fermentacién alcohélica, lo vinos fueron descubados e inoculados con bacterias làcticas 
Lactococcus Oeni para inducir la fermentacién malolàctica tras la cual, se trasegaron dos veces, 
se filtraron y se embotellaron. 


La extraccién de los compuestos volàtiles de los vinos se realizé segun el método 
propuesto por Sànchez-Palomo y col. en el afio 2006 (3) utilizando cartuchos de polipropileno- 
divinilbenceno de 0.5g de fase sélida y 4-nonanol como patrén interno. Los compuestos libres 
fueron elufdos con diclorometano (10mL) y posteriormente concentrados bajo corriente de 
nitrégeno hasta un volumen final de 0.5pL. 


EI anàlisis cuantitativo de los diferentes compuestos se realizé mediante cromatografia 
de gases acoplada a espectrometria de masas. Se utilizé un cromatégrafo 6890N (Agilent) 
acoplado a un detector de masas 5973 inert y equipado con una columna BP-21 (60m x 
0.25mm x 0.25mm). La ionizacién se realizé en modo de impacto electrénico con una energia 
de 70 eV; Temperatura del inyector: 2502C; Temperatura de la linea de transferencia 280 2C; 
velocidad de barrido: 1 scan/min.; rango de adquisicibn de masas: 40-450 amu. Programa de 
temperatura del horno: 702 C (5 min.) - 12C/min - 952 C (10 min.) - 22 C/min - 1902 C (40 min.). 
La identificaciébn de los compuestos se realizé mediante la comparaciòn de los espectros de los 
compuestos con los de las sustancias puras en el caso de que se encontraran comercialmente 
disponibles y con los datos existentes en la libreria de espectros Wiley G 1035 A. Como gas 
portador se utilizé He (1.0mI/min.). 


EI analisis sensorial fue realizado por un panel formado por diez catadores expertos en 
andlisis sensorial de vinos utilizando los atributos que previamente habîan sido seleccionados 
por consenso como los que mejor describîian las caracteristicas de los vinos. Para la 
cuantificacién de los diferentes atributos se utilizaron escalas no estructuradas de 10 cm y 
algunas sustancias de referencia. Todos los vinos se evaluaron por duplicado en una sala de 
cata normalizada (4) y utilizando copas normalizadas (5). 


3. Resultados 


La Figura 1 muestra las concentraciones medias de los principales grupos de 
compuestos del aroma varietal de los vinos objeto de este estudio. A la vista de los resultados 
podemos observar como los vinos monovarietales elaborados con la variedad Moravia Dulce 
presentaron una concentracibn de compuestos Cs superior a la de los vinos Cencibel. La 
concentracién de compuetos C; de los vinos co-fermentados fue ligeramente superior a la de 
los vinos Moravia Dulce monovarietales suavizandose asi las notas verdes de los mimos. 


Con respecto a la concentraciébn de compuestos terpénicos y C;3-norisoprenoides los 
vinos obtenidos mediante la técnica de co-fermentacibn presentaron mayores 
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concentraciones que los vinos monovarietales lo que pone de manifiesto al utilizada de la 
técnica de co-vinificacibn para aumentar el caràcter varietal de los vinos. 

Por ultimo los compuestos bencénicos fueron el grupo cuantitativa y cualitativamente 
mayoritario de compuestos volatiles del aroma varietal de los vinos independientemente de la 
técnica de vinificacién utilizada. La influencia de la técnica de co-fermentacién en este grupo 
de compuestos fue la misma que en el caso de los compuestos Ce presentando 
concentraciones inferiores a los vinos monovarietales Moravia Dulce superiores a los vinos 
Cencibel monovarietales. 


EI perfil sensorial de los vinos fue evaluado por un panel de catadores expertos con 
amplia experiencia en Andlisis Sensorial de vinos. La figura 2 muestra las puntuaciones medias 
otorgadas por los catadores a los principales atributos del perfil sensorial del aroma de los 
vinos monovarietales y co-vinificados. 


Los vinos monovarietales Cencibel presentaron un perfil olfativo caracterizado 
principalmente por aromas a fruta roja, fresco, regaliz y especias. El perfil sensorial de los vinos 
Moravia Dulce fue en general màs neutro con menores intensidades de aroma a fresco, 
especias y dulce con notas a frutas rojas. La técnica de co-vinificacibn modificé el perfil 
sensorial de los vinos Moravia Dulce aumentando su intensidad de aroma asî como las 
intensidades de los principales atributos del mismo y apareciendo algunas notas propias de los 
vinos de la variedad Cencibel debido probablemente a un efecto sinérgico que potencia las 
notas aromàticas en este vino. 


4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto la utilidad de la técnica 
de co-vinificaciébn para aumentar el caràcter varietal de los vinos Moravia Dulce obteniéndose 
vinos con un perfil quimico y sensorial màs complejo que los vinos monovarietales. 


EI empleo de ésta técnica de elaboracién permitirà al sector enolégico ampliar la 
oferta de vinos de calidad y permitir la diversificacién de un mercado monocorde. 


5. Bibliografia 


1. Ferreira, V.; Lépez, R.; Escudero, A.; Cacho, J.F. 1998. In: Journal of the Science of Food and 
Agriculture. 77, 259-267. 

2. Cabaroglu, T.; Canbas, A.; Lepoutre, J.P.; Gunata, Z. 2002. /n: American Journal of Enology 
and Viticulture. 53, 64-68. 

3. Sanchez-Palomo, E.; Pérez-Coello, M. S.; Diaz-Maroto, M. C.; Gonzélez  Vifias, M. A.; 
Cabezudo, M. D. 2006. Contribution of free and glycosidically-bound volatile compounds to the 
aroma of muscat “a petit grains” wines and effect of skin contact. /n: Food Chemistry, 95, 279- 
289. 

4. UNE-EN ISO 8589 (2010). Analisis Sensorial. Guia General para el disefio de salas de cata. 

5. UNE 87022 (1992). Andlisis sensorial. Utensilios. Copa para la degustaciòn de vino. 


6. Agradecimientos 


Los autores agradecen a la Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha la financiacién 
econémica a cargo del proyecto PEII-2014-011-A 


338 


varietal de 


medias (ug/L) de los principales grupos de compuestos del aroma 


ntraciones 
objeto de estudio 


Figura 1. Conce 


G 
, 


inos objeto de 


Figura 2. Intensidades medias de los principales atributos del perfil senso 


estudio 


339 


TE19 - VIABILIDAD DEL EMPLEO DE QUITOSANO Y DE 
LEVADURAS SECAS INACTIVAS RICAS EN GLUTATION COMO 
ALTERNATIVAS AL DIOXIDO DE AZUFRE EN LA ELABORACION DE 
VINO BLANCO 


Laura Medina, Olga Pascual, Francesca Fort, Joan Miquel Canals y Fernando Zamora 


Universitat Rovira i Virgili/Facultat d’Enologia, departament de Bioquimica i Biotecnologia. 
C/ Marcel.li Domingo 1. 43007-Tarragona, Espafia. 
fernando.zamora@urv.cat 


RESUMEN: 


Existe en una creciente inquietud sobre la necesidad de elaborar vinos sin SO;. Por esta 
razén se planteéò un estudio sobre la viabilidad de emplear quitosano como alternativa 
antimicrobiana y levaduras secas inactivas (LSI) ricas en glutatiébn como alternativa 
antioxidante al SO; en vinificacibn en blanco. Todos los vinos elaborados sin SO; realizaron 
la fermentaciòn malolàctica si bien presentaban tan solo un pequefio incremento de la 
acidez volatil atribuible a dicho proceso. Los vinos elaborados sin SO, también presentaban 
un mayor nivel de pardeamiento probablemente debido a que la velocidad de consumo de 
oxigeno por las polifenol oxidadas es mayor que la de liberacién de glutatién de las LSI. 


Palabras clave: Alternativos al SO;, Glutatién, Quitosano. 


1. Introducciòn 


Existe en una creciente inquietud sobre la necesidad de elaborar vinos libres de los 
aditivos considerados como poco saludables como es el caso del diéxido de azufre [1,2]. No 
obstante, el SO, resulta muy dificil de substituir ya que presenta simultaneamente propiedades 
antimicrobianas, antioxidàsicas y antioxidantes [3]. Por esta razén se han propuesto diversos 
productos y/o tratamientos alternativos [4,5] tales como el tratamiento a altas presiones [6], la 
lisozima [7], el acido ascérbico [8] e incluso el lavado de las uvas con hipoclorito sédico [9]. 
Recientemente se han propuesto dos nuevos posibles alternativos al diéxido de azufre que 
parecen muy prometedores. Se trata del quitosano y del glutatién [10,11]. El quitosano ha sido 
propuesto por sus propiedades antimicrobianas, especialmente efectivas sobre 
Brettanomyces/Dekkera [10], si bien también parece tener efectos antioxidantes por su 
capacidad de absorber hierro y compuestos fenélicos [12]. Por su parte el glutatiòn, ya sea 
como producto puro o en forma de levaduras secas inactivas ricas en glutatibn, ha sido 
propuesto por sus propiedades antioxidantes [13]. El quitosano fue autorizado como aditivo 
enolégico recientemente por la OIV y el glutatiòn, ya sea de forma pura o por medio de 
levaduras secas activas se encuentra en las fases finales previas a su aprobaciòn. 


Por estas razones, el objetivo del presente trabajo fue el de estudiar la viabilidad del 


empleo de ambos aditivos como alternativa al uso tradicional del diéxido de azufre en la 
vinificacibn en blanco. 
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2. Material y métodos 


EI mosto de Xarel.lo obtenido tras un prensado en prensa neumàtica se recogiò en un 
tanque al que se le afiadi nieve carbònica para desplazar el oxigeno. Una vez homogeneizado 
se trasegaron alicuotas de 8 litros a depésitos del mismo volumen a los que se aplicaron los 
distintos tratamientos: Control convencional (6 g/hl de SO;), poco SO; (2 g/hl de SO) y nada de 
SO;. A su vez, excepto en el control convencional se procedié a combinar en los diferentes 
grupos experimentales la adicién o no de 8 g/hl de quitosano (No Brett Inside; Lallemand Inc., 
Montreal, Canada) y/o 40 g/hl de levaduras secas inactivas ricas en glutatién (Optimunwhite, 
Lallemand Inc., Montreal, Canada). La Tabla 1 esquematiza el disefio experimental. 

Tabla 1. Esquema experimental 


Parametro Mrs Con muy poco SO; Sin SO2 
SO. 6 g/hl 2 g/hl 0 g/hl 
Quitosano No No Si No Si No Si No Si 
LSlricas en glutatiòn No No No Si Si No No Si Si 


Los mostos fueron desfangados a las 24 horas. Tras lo cual fueron fermentados en 
condiciones controladas (18 °C). Finalizada la fermentacién alcohélica, el control convencional 
fue sulfitado (4 g/hl), los vinos elaborados con poco SO; fueron sulfitados con una baja dosis (1 
8/hl), y los vinos sin SO; no fueron sulfitados, tras lo cual fueron trasegados y estabilizados en 
una càamara frigorifica a 4 °C durante 4 semanas. Todas las experiencias se realizaron por 
triplicado y se Los mostos fueron fermentados en condiciones controladas utilizando gases 
inertes en todos los trasiegos. 


Los paràametros estàndar de los vinos se determinaron con los métodos recomendados 
por la OIV [14]. EI color fue medido mediante la A40 [15] y las coordenadas CIELab* [16] Los 
componentes volàtiles mayoritarios se determinaron por Cromatografia de gases [17]. 


3. Resultados 


La Tabla 2 muestra los resultados correspondientes a los paràmetros generales de los 
diversos vinos. 
Tabla 2. Paràmetros generales 


Control 
ParAmetro  convencional Con muy poco SO; (2 g/hl) Sin SO» (091) 
(69/hl) 
Quitosano No No Si No Si No Si No Si 
Glutatiòn No No No Si Si No No Si Si 
GA 11,0 + 0,1 A 11,0 + 0,1 A_10,9 + 0,0 A_ 110 + 0,0 A_10,9 + 0,1 A_ 110 + 0,1 A_ 110 + 0,1 A_ 110 + 0,0 A_ 112 + 0,3 A 


Glicerol (g/) 5,3 + 0,5 A 5,5 + 0,2 A_5,8 + 0,3 A_5,9 + 0,3 A_ 5,9 + 0,2 A_5,5 + 0,1 A_5,8 + 0,2 A_5,6 + 05 A_5,8 + 0,5 A 


ATT (g/L) 6,7 +00 A 6,7 + OL1 A_6,4 +00 B 6,3 + 0,3 È 6,2 + 0,5 È 6,0 + 0,1 B_ 6,2 + 0,0 B_6,2 + 0,1 B_ 5,6 + 0,1 C 

nisi 1,59 + 0,02 A_1,76 +0,23A 1,55 + 0,01 A 1,23 +0,69A 1,16 + 1,00A 0,00 +0,01B 0,04 +0,03B 0,02 +0,01B 0,04 + 0,02 B 

ora 0,00 + 0,01 A_0,00 + 0,00 A_0,00 + 0,00 A_0,27 + 0,47 A_0,38 + 0,65 A 1,07 +0,03B 1,05 +0,01B 106 +0,01B 1,10 +0,01B 
Acido 


ki 0,21 + 0,02 A_ 0,15 + 0,04 B_ 0,16 + 0,02 A 0,16 + 0,02 A 0,18 + 0,02 A 0,28 + 0,02 C_ 0,27 + 0,02 C_ 0,29 +0,00C 0,27 +0,00C 
acético (g/l) B B B 
SO2 libre B 

(mg/) 


SO? total 


Win 34 +7 B 36 + 1 B 44 +3 B 31 +9 B 7 
(mg/) 


H+ 
- 
(e) 
(co) 
H+ 
N 
(e) 
(co) 
+ 
- 
(e) 
E 
° 
+ 
L 
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Como era de esperar, los niveles de SO; libre y total eran mayores en el vino control 
convencional, que en los elaborados con poco SO; y éstos a su vez superiores a los del vino 
elaborado sin SO;. La presencia de SO; en los vinos elaborados sin SO; confirma que las 
levaduras sintetizan algo de SO;. No se observaron diferencias significativas en el grado 
alcohélico ni en la concentracién de glicerol. Todos los vinos elaborados sin SO, realizaron la 
fermentacién malolàctica mientras que los que se elaboraron con 2 o 6 g/hl no. Los vinos sin 
SO; tenian una acidez volàtil algo méàs alta. No obstante, estas diferencias fueron realmente 
discretas y atribuibles al desarrollo de la FML y no a otra desviaciòn de indole microbiolégica. 


La Tabla 3 muestra los paràmetros del color. 


Tabla 3. Paràmetros del color 


Control 
Parametro . convencional Con muy poco SO? (2 g/hl) Sin SO: (0 91) 

(69/h) 
Quitosano No No Si No Si No Si No Si 
Glutatién No No No Si Si No No Si Si 


Aa20 0,05 + 0,00 A_0,06 + 0,00 B_ 0,06 + 0,00 B_ 0,07 + 0,01 B_ 0,07 + 0,01 B 0,08 +0,00B 0,08 +0,00 B 0,08 + 0,00 B 0,09 +0,01B 


L* 98,8 + 0,2 A 98,4 + 0,2 A_98,3 + 0,2 A_98,3 + 0,2 A_98,2 + 0,1 A_98,6 + 0,1 A_98,7 + 0,1 A_98,6 + 0,1 A_98,1 + 0,1 B 
a* -0,32 + 0,14 A_-0,17 + 0,10 B -0,22 + 0,13 A_-0,30 + 0,10 A_-0,39 + 0,34 A_-0,70 + 0,12 A _-0,60 + 0,05 A _-0,68 + 0,08 A _-0,72 + 0,07 A 
b* 3,30 + 0,10 A_ 3,62 + 0,04 B_ 3,42 + 0,06 B 4,25 + 0,34 B 4,08 +0,88B 5,02 + 0,13 B 4,76 +0,05B 5,14 +0,02B 5,73 +0,24B 


Todos los vinos elaborados sin SO, presentaron una mayor coloracién amarilla (A420) 
lo que indicaria que el efecto protector frente al pardeamiento de las LSI ricas en glutatibn no 
fue efectivo, probablemente debido a que el pardeamiento enzimàtico es més rapido que la 
liberacién del glutatién por parte de las LSI. Estos resultados sugieren la necesidad de realizar 
nuevas experiencias con glutatién puro para que este antioxidante este presente de forma 
apreciable en el mosto de forma inmediata. 


EI andlisis mediante cromatografia de gases de los compuestos volàtiles mayoritarios 
(Datos no incluidos) mostré solo pequefias diferencias entre los vinos elaborados con o sin SO). 
Cabe sefialar que no hubo diferencias en la concentracién de etanal lo que sugiere que se 
consiguiò proteger a los componentes volàtiles de la oxidaciòn. 


4. Conclusiones 


EI conjunto de los resultados obtenidos indica que el empleo de quitosano y levaduras 
secas inactivas ricas en glutatibn, conjuntamente con el empleo de gases inertes como 
alternativa al SO; permitié obtener vinos con una acidez volàtil razonable si bien no se 
consiguiò inhibir la fermentacibn malolàctica ni que los vinos sufrieran un mayor 
pardeamiento que los obtenidos con la adicién de diéxido de azufre. Dado la importancia de 
evitar la fermentacién malolàctica en los vinos blancos, especialmente en zonas cdlidas, y 
sobretodo el pardeamiento sigue siendo necesario estudiar como mejorar los procesos a fin de 
evitar el uso del SO;. Estos resultados sugieren realizar nuevas experiencias incluyendo el 
glutatién puro y la lisozima. 
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RESUMEN: 


En este trabajo, utilizando un disefio factorial completo, se estudiò la clarificacién de vino 
tinto cv. Tempranillo con 3 proteînas de origen no animal (proteina de guisante, proteina de 
levadura, proteina de patata) a diferentes temperaturas (12, 16 y 20 °C) y diferentes dosis. 
Mediante la determinacién de indices se analiz6 el efecto sobre los compuestos fenélicos 
totales y sobre los principales grupos polifendlicos. 


Los resultados muestran una significativa influencia de la temperatura en los paràmetros 
estudiados que, con ventajas como una reduccién de turbidez similar y un volumen de lîas 
menor a los que se obtienen con clarificantes clàsicos como la gelatina, segùn las 
condiciones de uso, permiten modular la influencia sobre la calidad del vino tratado. 


Palabras clave: clarificacién, vino tinto, proteînas vegetales. 


1. Introducciòn 


EI encolado no es solo una operacién para conseguir limpidez y estabilidad en el vino 
sino que, bien gestionado, es un instrumento para la mejora global de su calidad. Tras la 
aprobaciòn, en diciembre de 2005, del Reglamento (CE) n? 2165/2005 que autorizaba la 
adicién de materias proteicas de origen vegetal en los tratamientos del vino y del mosto, se 
dispone en el mercado de diferentes clarificantes proteicos de origen no animal. En la 
actualidad, està autorizado el uso de proteînas procedentes del trigo, del guisante y de la 
patata (ultimo clarificante vegetal en ser admitido con la publicacién del Reglamento (CE) n? 
1251/2013). La corta existencia de este tipo de clarificantes y con ello el limitado conocimiento 
sobre sus efectos hace conveniente su estudio en las diferentes condiciones de uso. 


2. Material y métodos 


Para el estudio se empleò un vino tinto joven monovarietal cv. Tempranillo adquirido 
en una bodega navarra tras finalizar la fermentacién malolàctica. Hasta su uso, el vino se 
almacenò en depòsitos de 25 litros, en camara frigorifica a 12 °C. 


Se estudiaron tres proteinas de origen no animal: proteina procedente de autolisados 
de levadura (EPL, Oenofrance), proteîna de guisante (Proveget 100, Agrovin) y proteîna 
procedente de patata (Vegecoll, Laffort), y dos gelatinas (Vinigel At y Vinigel GR, Agrovin) como 
referencia. 
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Los ensayos de clarificaciòn se realizaron por duplicado en conos Imhoff de un litro de 
volumen, a temperaturas de 12, 16 y 20 °C, con dosis alta y baja que se fijaron segun las 
recomendaciones de sus fichas técnicas y que, para cada proteina fueron (en g/hL): 10 y 22 
(EPL), 6 y 16 (Proveget 100), 1 y 5 (Vegecoll). Para los ensayos con las dos gelatinas se 
realizaron ensayos previos para determinar, en las condiciones màs adecuadas de uso de la 
gelatina, la dosis màs adecuada para el vino utilizado que resultò ser 6 g/hL. Los resultados se 
observaron una vez transcurridas 24 horas desde la adicién del clarificante. 


La turbidez del vino se midié con la ayuda de un turbidimetro Hach 2100N con 
compensacién de color y se expresa como reduccién de la turbidez inicial, en porcentaje. El 
volumen de lias generado en cada ensayo se midié por lectura directa del cono Imhoff. 


Los antocianos totales, taninos totales, indice de etanol e indice de gelatina (IG) se 
determinaron siguiendo los métodos de Ribéreau-Gayon et al. descritos por Zamora (2003) 
basados en determinaciones espectrofotométricas: El indice de polifenoles totales (IPT) 
también se determinò siguiendo el método descrito por Zamora (2003) con un factor de 
dilucién de 50. La intensidad colorante y la tonalidad del vino se determinaron de acuerdo a lo 
descrito por Glories (1984). 


3. Resultados 


Tanto la proteina de levadura como la de patata consiguieron una mayor reduccién de 
la turbidez que las gelatinas en todos los casos, mientras que en los ensayos con la proteina de 
guisante los resultados fueron dependientes de la temperatura (gràfico A Figura 1). 


En cuanto al volumen de lîas (Figura 1), los volùmenes generados con las protefnas de 
origen no animal fueron siempre menores, a excepcién de algunos ensayos con proteinas de 
patata a dosis altas, y en los ensayos a 12 y 20 °C fueron hasta tres veces inferiores a los 
obtenidos con las gelatinas. La proteina de patata (VEG) generò un volumen de lfas menor a 
dosis bajas, independientemente de la temperatura mientras que el extracto de levadura (EPL) 
generò menos lias a 12 y 20 °C que a la temperatura de 16 °C. Esta baja generacién de lfas con 
disminuciones de turbidez comparables o mayores a las que se obtienen con gelatina, es 
generalmente observada en la mayoria de proteinas vegetales ensayadas para la clarificacién 
de vinos (Iturmendi et a/., 2010; Noriega-Dominguez et al., 2010) 


Se comprobé que el IPT y los taninos totales disminuyeron tras el proceso de 
clarificacibn. Se observò una relacién entre una mayor disminucién de estos paràmetros con 
dosis altas de clarificante, mientras que la temperatura afectò de manera distinta segun el tipo 
de clarificante empleado. Por otro lado, la cantidad de antocianos totales no se vio disminuida 
en los ensayos realizados con protefnas de origen no animal pero si se observaron pequefias 
disminuciones de antocianos en las clarificaciones con las gelatinas. 


Para el indice de etanol, que se interpreta como el porcentaje de taninos que aportan 
cuerpo y estructura al vino y que no participan en su astringencia, se observa como el extracto 
de levadura y la proteina de guisante consiguieron una mejor conservacién de este indice 
independientemente de la dosis ensayada, consiguiendo los resultados més elevados en las 
clarificaciones realizadas a 16 °C (Figura 2). 
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Figura 4. Reduccidn de la turbidez y volumen de lias en funciòn de la temperatura. (A): Dosis 
altas de clarificantes; (B): Dosis bajas de clarificantes. EPL: extracto de levaduras; PRV: 
proteîna de guisante; VEG: proteina de patata; VAT: gelatina Vinigel AT; VGR: gelatina 
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Figura 2. indice de etanol e indice de gelatina. (A): Dosis altas de clarificantes; (B): Dosis 
bajas de clarificantes. EPL: extracto de levaduras; PRV: proteîna de guisante; VEG: proteina 


346 


de patata; VAT: gelatina Vinigel AT; VGR: gelatina Vinigel GR. 
*La linea continua representa el valor inicial del indice de etanol o el indice de gelatina. 


Para el indice de gelatina, parametro representativo del porcentaje de taninos 
astringentes del vino se determiné que la proteina de patata fue el clarificante que mayor 
efecto tuvo sobre la astringencia ya que consiguié disminuir este indice en todas las 
condiciones. En el caso del extracto de levadura y la proteina de guisante se demostré que la 
temperatura de 12 °C era la màs adecuada para hacer disminuir este parametro. 


Todos los resultados se analizaron estadisticamente mediante la realizacibn de una 
ANOVA simple siendo altamente significativa (p < 0,01) la influencia del tipo de proteina sobre 
todos los paràmetros determinados excepto la intensidad colorante, la temperatura sobre 
todos los paràmetros excepto el volumen de lias y la dosis sobre el volumen de lîas, el IPT, el 
ndice de gelatina, y con menor valor de p (p < 0,05) los antocianos totales y la tonalidad. 


4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos en este estudio muestran una significativa influencia del tipo 
de proteina, la temperatura y la dosis en la disminucién de turbidez, volumen de lias y sobre la 
composicién fendlica del vino clarificado. Conocer el efecto de estos factores es de gran 
importancia ya que permitirà modular la influencia sobre la calidad del vino tratado. 

En comparacién con las gelatinas, las proteinas de origen no animal aportan ventajas 
como un menor volumen de lias con una reducciòn de turbidez similar. 
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RESUMEN: 


EI objetivo del presente trabajo fue el de determinar las caracteristicas de los taninos que 
aporta el raspén en la vinificacién en tinto. Por ello se desarrollòé una experiencia con un 
mosto de uva Cabernet sauvignon sangrado inmediatamente después de su encubado y tras 
cuatro dias de maceracibn/fermentacién. Ambos mostos fueron dispuestos en tanques de 
microvinificaciétn donde se afiadia o no la proporcién de raspén original de los racimos 
empelados. Los resultados indican que el raspén aporta cantidades considerables de tanino 
y que éste presenta un alto grado de polimerizacién y un porcentaje muy elevado de 
prodelfinidinas. 


Palabras clave: Raspòn, Vinificacién en tinto, Prodelfinidinas 


1. Introducciòn 


La calidad del vino tinto està fuertemente condicionada por su composicién fenélica. 
Importantes atributos sensoriales como el color, el cuerpo y la astringencia dependen en gran 
medida de su composicién en antocianos y proantocianidinas [1,2]. Los antocianos estàn sélo 
en la piel (excepto en las variedades tintoreras), mientras que las proantocianidinas estàn 
presentes en la piel, en las semillas y en los raspones [3]. Las proantocianidinas de la piel 
presentan un alto grado de polimerizacién y un alto porcentaje de (-)-epigalocatequina [4]. La 
presencia de (-)-epigalocatequina condiciona que los taninos de la piel, al sufrir una hidrdlisis 
acida, generen delfinidina ademés de la cianidina que generarfan los otros monémeros: (+)- 
catequina, (-)-epicatequina y galato de (-)-epicatequina). Por esta razén se considera que los 
taninos de la piel son procianidinas y prodelfinidinas. Por el contrario las proantocianidinas de 
las semillas presentan un menor grado de polimerizacién y un mayor grado de galoilacién y no 
contienen (-)-epigalocatequina [5]. Por esta razén los taninos de las semillas contienen 
ùUnicamente procianidinas. Sin embargo, se conoce muy poco sobre la composicién de las 
proantocianidinas de los raspones [6,7]. 


La préctica habitual de la vinificacibn en tinto suele eliminar los raspones de los 
racimos para evitar el aporte de excesiva astringencia y amargor [8]. No obstante, en los 
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ultimos afios algunos elaboradores de vinos tintos han recuperado la tradicién de elaborar sus 
vinos con los racimos enteros sin despalillar. Estos elaboradores argumentan que la presencia 
de los raspones origina favorece la extraccién y origina vinos con més cuerpo. De hecho, el 
empleo de los raspones se està convirtiendo en una pràctica habitual en la vinificaciòn de vinos 
orgànicos/biodinamicos/naturales. El objetivo de este trabajo fue el estudio de que 
verdaderamente aportan los raspones en la vinificacibn en tinto dado que apenas existe 
informaciòn sobre este tema. 


2. Material y métodos 


Vinificacibn: Un depésito de 2.500 Kg de capacidad se Ilenò con uvas estrujadas, 
despalilladas y sulfitadas (5 g/hI de SO;) de la variedad Cabernet Sauvignon con un nivel de 
madurez adecuado (13,5 % de alcohol probable y 6,5 g/l de acidez total tartàrica). 
Inmediatamente se sangrò un 10 % del mosto que fue trasegado a un tanque donde se 
procediò a clarificar con carbén (100 g/hl) y bentonita (50 g/hl) a fin de eliminar todos los 
compuestos fenélicos. Este mosto se conservò sin fermentar durante cuatro dias a 4 °C. Tras 
cuatro dias de fermentacibn/maceraciòn, se volviò a sangrar otro 10 % del deposito. Tanto el 
sangrado a tiempo 0 como el sangrado a tiempo 4 dîas se distribuyeron en 6 depòsitos 
pequefios (8 litros). Tres de los depésitos se consideraron como control mientras que a los 
otros tres depésitos se les afiadiò la proporcién de raspén original de los racimos originales. 
Los depéòsitos del sangrado a tiempo 0 se inocularon con la misma levadura empleada para la 
fermentacién del depòsito inicial. Tras 15 dias de maceracién, los vinos fueron extraidos, 
sulfitados (5 g/hl) y estabilizados a 4 °C durante 4 semanas. 


Andlisis: El indice de polifenoles totales (IPT) se determinò de acuerdo con lo descrito 
por Ribéreau-Gayon et al. [9]. La intensidad colorante se midié de acuerdo con lo indicado por 
Glories [10]. La concentracibn de antocianos se determiné espectrofotométricamente 
mediante el método descrito por Niketic-Aleksic y Hrazdina [11]. La concentracién en 
proantociandinas, su grado de polimerizacién y su composicibn momomérica se determinaron 
mediante HPLC tras la hidrolisis en presencia de un exceso de floroglucinol de acuerdo con lo 
descrito por Kennedy y Jones [12]. 


Estadistica: Todos los datos se expresan como la media aritmética de tres replicas + la 
desviacién estàndar. La comparacién entre datos se realizé mediante ANOVA de un factor con 
el software SPSS. 


3. Resultados 


La Tabla 1 sintetiza los resultados obtenidos. En ella se puede ver que el vino 
procedente del sangrado inicial y fermentado sin adicién de raspén apenas posee color, que 
contiene una concentracibén de antocianos muy pequefia y un IPT muy bajo. Esto demuestra 
que el sangrado inicial apenas habia extraido compuestos fenélicos y que los pocos que se 
hubiesen solubilizado fueron pràcticamente eliminados por el tratamiento dràstico con carbén 
y bentonita. Si nos fijamos en el vino obtenido del sangrado inicial que fue fermentado con los 
raspones se puede ver que presenta un IPT significativamente superior lo que confirma que los 
raspones liberan al medio compuestos fenélicos. La concentracién de antocianos, asi como la 
intensidad colorante eran similares a los de su control sin raspones, lo que confirma que el 
raspòn no aporta antocianos. Sin embargo, la concentracién de proantocianidinas se 
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incrementa muy notablemente, lo que confirma que el raspén libera cantidades importantes 
de taninos condensados. 


Tabla 1. Color y composiciòn fenòlica de los diferentes vinés. 


Sin Raspén Con Raspén 
Parametro Sangrado al Sangrado alos. Sangrado al  Sangrado a los 
inicio 4 dias inicio 4 dias 
IPT 7,7+0,3 A 42,0 + 1,0 C 195 + 0,7 B 48,2 + 14 D 


Intensidad colorante 0,31 + 0,01 A 9,74 + 0,33 C 0,50 + 0,03 A 8,13 + 0,31 D 


Antocianos (mg/l) 11+2 A 475 + 18 C 10 + 1 A 426 + 13 B 

Procianidinas (mg/l) 0+0 A 347 + 17 C 310 + 15 B 669 + 125 D 

Grado de polimerizacién _ - 7,0 + 0,3 C 5,9 + 02 A 6,9 + 0,1 B 
medio (MDP) 

% de Prodelfinidinas - - 32,9 + 0,3 C 18,4 + 1,0 A 26,8 + 0,7 B 

% de Galoilacibn - - 2,5 + 0,3 A 45 + 0,2 B 2,6 + 0,1 A 


Un dato muy interesante es que los taninos aportados por el raspén presentan un 
grado de polimerizacién medio (mDP) y un porcentaje de prodelfinidinas relativamente altos, 
mientras que su porcentaje de galoilacién es relativamente bajo. 


Si analizamos los datos correspondientes a los vinos procedentes del sangrado a los 4 
dias podemos ver que las tendencias observadas en los vinos del primer sangrado se 
mantienen. La presencia del raspén incrementa el IPT si bien en menor medida que en los vino 
del sangrado inicial y sobretodo la concentracién de proantocianidinas. También, el mDP y el 
porcentaje de prodelfinidinas son significativamente superiores en presencia del raspòn. Estos 
datos confirman que el raspén aporta una considerable cantidad de tanino de alto grado de 
polimerizaciébn y muy rico en prodelfinidinas. Esto indicaria que los taninos del raspén 
presentan una mayor similitud a los taninos de las pieles que a los taninos de las semillas. 


4. Conclusiones 


La presencia del raspén provoca un aumento claro de la concentracién de taninos 
condensados o proantocianidinas en el vino. Ademés el tanino aportado por el raspén 
presenta un alto grado de polimerizacibn y un porcentaje muy elevado de prodelfinidinas. 
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RESUMEN: 


Los vinos dulces de Andalucia se elaboran a partir de uvas pasificadas, lo que le confiere 
unas caracteristicas singulares. En los Ultimos afios, se estàn desarrollando alternativas al 
asoleo tradicional como el secado en camara, que permiten un mayor control del proceso. 
Asimismo, el empleo de Torulaspora delbrueckii està actualmente siendo objeto de estudio 
en la fermentacibn de mostos con elevada concentraciòn de azùucar. En este estudio, se ha 
evaluado el perfil polifenélico, aromatico y sensorial, asi como el contenido en Ocratoxina 
A, acido glucénico y otros acidos orgànicos, de mostos, vinos y mistelas, elaborados segùn 
diferentes sistemas de secado y vinificacién. Los resultados obtenidos, muestran diferencias 
en los vinos y mistelas elaborados en funcién del secado, variedad y/o elaboraciòn. 


Palabras clave: vinos dulces, pasificado, camara climatica, Torulaspora, polifenoles, 
volàtiles, sensorial. 


1. Introducciòn 


Los vinos dulces de Andalucia se elaboran a partir de uvas secadas al sol, en un proceso 
conocido como asoleo. En este proceso, las uvas pierden agua gradualmente, dando lugar a un 
aumento en la concentracién de azucares y variaciòn en el perfil aromàtico. Sin embargo, esta 
etapa no està exenta de riesgos, como son las precipitaciones o el ataque de insectos, por lo 
que en los Ultimos afios se estàn desarrollando alternativas al asoleo que permitan un control 
de las condiciones del proceso, tal como el secado en camara climatica. Por otra parte, el 
empleo de levaduras como Torulaspora delbrueckii también ha adquirido un creciente interés, 
debido a su baja capacidad de producciòn de acidez volàtil en la fermentacién de mostos con 
elevada concentracién de azUcar asî como a su capacidad reveladora de aromas [1] aunque 
poseen una baja resistencia al alcohol. Es ésta caracteristica de osmotolerancia de 7. 
delbrueckii la que podria ser de gran interés y aplicabilidad en la elaboracibn de vinos dulces, 
especialmente aquellos que proceden de un mosto inicial con elevada concentracién de azùcar 
como es el caso de los vinos dulces naturales andaluces. 


2. Material y métodos 


Se realizaron 24 experiencias, correspondientes a mistelas y vinos fermentados con 7. 
Delbrueckii o con S. Cerevisiae de dos variedades de uva (Palomino Fino y Pedro Ximénez) 
secadas en camara climatica (Ibercex A. S. L., S. A.) o en la propia vifia mediante secado 
tradicional y cada uno de ellos por duplicado. El asoleo en vifia tuvo lugar en la propia bodega 
durante los meses de Agosto-Septiembre durante 15 dias. Para el secado artificial, los racimos 
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fueron distribuidos uniformemente en bandejas, y sometidos a una temperatura de 40° C y 
H.R. del 10%, dàndose por finalizados los ensayos cuando la pérdida de peso fue superior al 
55% y el Baumé mayor de 20° Bé. Tras el prensado, los mostos se desfangaron a 4°C durante 
72 horas. Las mistelas se encabezaron con alcohol vinico hasta 17°. Para los vinos, se 
emplearon levaduras Torulaspora delbrueckii “Zymaflore Alpha” o Saccharomyces cerevisiae 
“Viniferm flora”. Cuando el alcohol de los vinos en fermentacién Ilegaba a 3,5° (con un 
contenido de azùucar residual mayor de 300 g/l) se procediò a la parada de la fermentaciòn 
mediante frio y adiciébn de alcohol vînico hasta un grado alcohélico de 10° aprox., tras lo cual 
se mantuvieron a baja temperatura durante 72 horas para el deslio. Por ùltimo, se realizò un 
nuevo encabezado hasta alcanzar 17°. 


Ademàs de los paràmetros enolégicos de rutina, y a fin de asegurar el correcto estado 
de los mostos, se determinò el contenido en Ocratoxina A (OTA), mediante una primera 
extraccién y posterior separaciòn y angdlisis por cromatografia liquida HPLC- FLD [2], y la 
concentracibn de àcido glucénico empleando un biosensor Biolan (BiolanMicrobiosensores) 
especifico para éste fin. La cuantificacibtn de dacidos orgànicos se realizé mediante 
cromatografia de exclusién iénica (IEC) con deteccién conductimétrica [3]. Los compuestos 
polifenélicos se evaluaron mediante un sistema UPLC WatersAcquity-PDA [4]. El indice de 
Polifenoles Totales (IPT) fue determinado por el método de Folin-Ciocalteu. Los compuestos 
volàtiles se analizaron por cromatografia de gases (Agilent) acoplada a detector de masas, 
previa extracciòn por adsorcién en barra agitadora (SBSE; unidad de desorcién térmica TDS-2, 
Gerstel) siguiendo el método propuesto por Ruiz-Bejarano, MJ et al [5]. El analisis sensorial se 
Ilevé a cabo en una sala de catas normalizada, mediante pruebas descriptivas. 


3. Resultados 


En todos los ensayos se obtuvieron mostos con las condiciones adecuadas para la 
elaboracién de vinos dulces con un contenido en OTA por debajo de los limites de detecciòn y 
cuantificacién, que se establecieron en 0,17 ppb y 0,58 ppb respectivamente. Respecto al 
acido glucénico, indicador de contaminacién por Botrytis Cinerea, los niveles se hallaron 
dentro del rango aceptable, con concentraciones mayores en mostos de PX y uva secada en 
camara. Esta tendencia se observò también en el contenido en àcidos acético, malico y citrico. 


EI estudio del contenido polifenélico de los mostos obtenidos antes y tras la etapa de 
asoleo (tradicional en vifia y en camara climatica) puso de relieve significativos incrementos en 
la mayoria de los compuestos considerados, como consecuencia de la etapa de asoleo. En los 
vinos elaborados, las variables màs influyentes fueron variedad de uva y tipo de secado, 
teniendo el tipo de vinificacibn un menor caràcter discriminador. En este sentido, fueron los 
vinos procedentes de la variedad Palomino fino asi como el secado en vifia los que presentaron 
mayores niveles en varios de los compuestos considerados, lo que concuerda con los valores 
obtenidos de IPT. El perfil polifenélico de la variedad Palomino Fino asoleada en vifia (PaV) 
mostrò mayores diferencias respecto al encontrado para las restantes muestras, (Fig.1). 


En el caso de los constituyentes volàtiles, se pone de relieve que el factor més 
influyente sobre los mismos fue el desarrollo o no del proceso de fermentacién alcohélica 
aunque éste sea de forma parcial en los vinos obtenidos. Todos los vinos procedentes del soleo 
tradicional, independientemente del tipo de levadura empleada en la fermentacién y de la 
variedad de uva empleada presentan una gran similitud en cuanto a compuestos volatiles. En 
el caso de los vinos procedentes de la variedad Palomino fino secada en camara climatica, se 
observa un menor grado de similitud entre ambas fermentaciones que en el caso de la 
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variedad Pedro Ximénez (Fig. 2). El menor grado Baumé de este mosto, 24,6 °Bé, respecto a los 
otros tres, que superaron ampliamente dicho valor, parece haber determinado el curso de la 
fermentacién. En este sentido, los compuestos volàtiles que demostraron verse afectados 
significativamente por este factor, levadura de fermentaciòn (T. delbrueckii o S. cerevisiae), 
fueron, con valores méàs bajos para los vinos procedentes de la fermentaciòn con Torulaspora: 
ésteres etilicos como butirato de etilo, acetatos y algunos àcidos grasos, mientras que los 
valores màs altos para los vinos fermentados con Torulaspora correspondian a algunos 
alcoholes (alcohol isoamilico, 2-feniletanol, y alcohol isobutilico) junto a compuestos tales 
como benzaldehido, (2,2-dietoxietil)-benceno e isobutirato de 2-feniletilo. Estos hechos 
concuerdan con los resultados observados por Azzolini et al., [6] para vinos dulces 
fermentados con inoculacién secuencial de Torulaspora y S. cerevisiae. 
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Figura 5. Andlisis de componentes principales sobre los compuestos polifendlicos. Vinos (V) y mistelas (M). 
Pa: Palomino fino; PX: Pedro Ximénez; S: S. cerevisiae; T: T. delbrueckii 
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Figura 6. Analisis de clusters, compuestos volatiles. Vinos. 


Respecto al perfil sensorial, la ùnica diferencia significativa observada entre las 
variedades es la mayor sensaciòn alcohélica en nariz de los vinos de PX. La comparacién de los 
sistemas de secado (Fig. 3.a) otorga un mejor perfil sensorial a las muestras de uvas secadas en 
càamara (tanto en nariz como en boca), en relacién inversa a la intensidad del defecto 
detectado, que es superior en los vinos y mistelas de vifia. Si bien son éstos Ultimos, los que 
presentan una mayor nota floral, ademàs de ser màs dulces. No se observaron diferencias 
significativas en la impresién general de mistelas y vinos. Los vinos obtenidos con la levadura 
Torulaspora se caracterizaron por una mayor nota citrica y menor a pasa, y un valor medio en 
defecto menor que los vinos de Saccharomyces. Como resultado, la valoracibn en boca y 
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general fue mayor para los vinos de Toruslaspora (Fig. 3.b). 
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Fig. 3. Gràficos de araia del perfil sensorial. (a) Secado (b) Levadura. 


4. Conclusiones 


A la vista de los resultados obtenidos, las tres variables estudiadas (variedad, secado y 
elaboraciòn) influyen significativamente en los vinos obtenidos. A nivel sensorial, destacaron 
los vinos dulces de uvas secadas en camara asi como aquellos elaborados con 7. delbrueckii. 
No obstante, estas diferencias no fueron tan acusadas en el estudio analitico, salvo en los vinos 
procedentes de uva Palomino secada en càamara, cuyo mosto partia de un menor grado 
Baumé. Por tanto, seria interesante desarrollar futuras investigaciones con objeto de 
establecer los limites de tolerancia osmética y el comportamiento de 7. de/brueckii frente a 
concentraciones crecientes de azùcar en el medio. 
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RESUMEN: 


Los sulfitos son ampliamente utilizados en enologia. Sin embargo, existe una tendencia a 
reducir su uso y controlar sus niveles en el vino final. Las levaduras enolégicas pueden 
también producirlos en cantidades variables durante la fermentacién alcohélica. Mediante 
un método genético cuantitativo, se descubrieron dos locus que afectan la produccién de 
SO, y HS. La diseccién de rasgos de un caràcter cuantitativo (QTLs segùun su abreviacién en 
inglés) Ilevé a la identificacibn de dos alelos de los genes MET2 y SKP2 responsables de las 
diferencias de produccién de compuestos azufrados entre dos cepas de levadura enolégica. 
Una validacién funcional demostré su implicacién y subray6 el poder y el alcance de su 
control sobre los fenotipos, asi como sobre la produccién de SO, y HS. La transferencia de 
estos alelos mediante hibridacién ofrece grandes posibilidades para optimizar levaduras 
enolégicas y ya ha sido seleccionada una nueva levadura enolégica utilizando esta técnica. 


Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae; sulfitos, compuestos azufrados, estudio genético, 
QTL. 


1. Introducciòn 


La demanda de nuevas levaduras enolégicas optimizadas para diferentes propiedades 
tecnolégicas particulares, ha aumentado en los Ultimos afios. El conocimiento cada vez mayor 
y el desarrollo de nuevas tecnologias ofrecen otras posibilidades para la seleccién de nuevas 
levaduras enolégicas. Se pueden implementar técnicas como la seleccién clonal, la ingenieria 
genética y la seleccién evolutiva, sin embargo, la hibridacién es la que se emplea con màs 
frecuencia para tales mejoras. Ademés, la hibridacibn no requiere la intervencién de la 
manipulacibn genética, y resulta en levaduras naturales, no modificadas genéticamente (no 
MG). No obstante, este método necesita un conocimiento de la base molecular de las 
propiedades consideradas de interés. La técnica del mapeo de rasgos cuantitativos de interés 
(QTL) se ampliò recientemente para estas aplicaciones. 

Este método consiste, por ejemplo, en identificar un vinculo entre una o varias 
regiones del genoma y una variacién fenotipica en un microorganismo. Una vez identificada 
esta regién, se puede entonces dirigir su transferencia de una cepa de levadura a otra para 
combinar varias propiedades de interés. En este estudio, hemos intentado identificar la regién 
del genoma responsable de numerosas caracteristicas enolégicas, particularmente la 
produccién de sulfitos. 

El objetivo de este estudio era la seleccién y desarrollo de nuevas levaduras enolégicas 
combinando varios fenotipos de interés, como los de baja producciòn de S0,/H,S/acetaldehido 
y alta capacidad fermentativa. El enfoque original fue el uso de nuevas herramientas genéticas, 
para conseguir levaduras no MG. 
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2. Material y métodos 


Se seleccionaron dos levaduras enolégicas con propiedades complementarias que 
resultan de interés para este estudio. La cepa JN10 es muy robusta, capaz de completar la 
fermentacién bajo condiciones muy dificiles, como temperaturas altas/bajas y mostos muy 
clarificados, mientras que la cepa JN17 tiene bajas necesidades en nitrégeno, presenta un 
perfil equilibrado de compuestos volatiles y produce bajas cantidades de SO), acetaldehido y 
HS. 

La identificaciébn de QTL se Ilevò a cabo para encontrar las regiones del genoma de la 
cepa de levadura JN17 vinculadas a los fenotipos de interés: bajo SO; y bajo HS. A través de 
una combinacién de conjuntos de datos fenotipicos y genotipicos, hemos logrado ubicar una 
regiòn del cromosoma XIV que està vinculada a la produccién de sulfitos. En esta regiòn, 
hemos descubierto dos genes de la ruta metabélica del azufre, MET2 y SKP2. 

Una vez que se detectaron los marcadores moleculares vinculados a las propiedades que nos 
interesan, es posible transferirlos de una cepa a otra mediante hibridaciòn dirigida. 

En nuestro estudio, pudimos transferir la propiedad de bajo S0:/H;S de la cepa de levadura 
JN17 a la JN10 conservando todas las buenas propiedades de la ùultima. En paralelo, logramos 
transferir otros dos fenotipos de la cepa parental JN17 (baja produccién de acetaldehido y 
bajas necesidades en nitrégeno). 


Intentàbamos alcanzar dos objetivos principales: 


e Transferir los fenotipos de interés de la cepa de levadura JN17 a la JN10 controlando 
la presencia de los marcadores moleculares en cada etapa de hibridaciòn; 

e Mantener la mayor parte de los antecedentes genéticos de la cepa de levadura JN10 
mediante el recruzamiento de cada hibrido haploide generado con la cepa parental JN10. 


Después de cuatro ciclos de hibridacién, se restituyò màs de 93 % del genoma de la 
cepa de levadura JN10 y validamos la transferencia de todos los fenotipos seleccionados que 
procedîan de la cepa de levadura JN17: bajo SO;, bajo HS, baja producciòn de acetaldehido y 
bajas necesidades en nitrégeno. A partir del hibrido de cuarta generacién, se iniciò una nueva 
etapa de selecciòn para obtener la mejor cepa, combinando las propiedades de este hibrido y 
buscando propiedades enolégicas como una buena capacidad fermentativa, la resistencia a 
temperaturas extremas, caracteristicas sensoriales interesantes, etc. 


3. Resultados 


Todas las cepas derivadas del cuarto ciclo de recruzamiento fueron cuidadosamente 
caracterizadas a escala de laboratorio en diferentes condiciones enolégicas. El objetivo era 
validar que las propiedades positivas de la cepa de levadura JN10 permanecieran y, también, 
que las levaduras generadas mostraran una mejora en los fenotipos de interés. Se seleccioné 
una levadura (Lalvin ICV oKay®) que fue retenida para las etapas de caracterizaciòn final. 


Se realizaron las pruebas en la Unidad experimental (INRA) de Pech Rouge, Francia. El 
propésito era comparar la levadura Lalvin ICV oKay® con una levadura de referencia. Las 
fermentaciones se realizaron con mostos de tres diferentes variedades de uvas: Merlot, Syrah 
rosado y Macabeo. El mosto de Merlot fue obtenido por la técnica flash détente. El mosto de 
Syrah rosado y el Macabeo fueron prensados y trasegados tras un desfangado estàtico a baja 
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temperatura. Las levaduras fueron rehidratadas con Go-Ferm Protect® e inoculadas en una 
concentraciòn de 25 g/hL. Cuando fue necesario, se agregaron nutrientes en forma organica y 
compleja al primer tercio de la FA. El Merlot fermentò a temperaturas de entre 22°C y 25°C. El 
Syrah rosado y el Macabeo se fermentaron a 18°C. La FML se Ilevò a cabo con la bacteria 
seleccionada Lalvin VP41® en dosis de 1 g/hL. 


Durante la FA, medimos el SO; en los vinos y validamos la no produccién de SO; con la 
levadura Lalvin ICV oKay® comparando con la levadura de referencia (figura 1). 
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Figura 1. Produccién total de SO, durante la fermentacién alcohélica en tres vinos comparando la 
levadura Lalvin ICV oKay® con la levadura de referencia. 


4. Conclusiones 


Comprender la base molecular de la diversidad fenotipica de las levaduras enolégicas 
constituye la primera etapa para el empleo de estrategias de hibridaciòn destinadas a mejorar 
las propiedades tecnolégicas de las levaduras. En este estudio, pudimos descubrir la base 
molecular responsable de la variacién fenotipica en la produccién de sulfitos en las levaduras 
enolégicas. Se implementò una investigacién QTL con un enfoque global combinando un 
estudio fisiol6gico y un andlisis transcriptémico. El estudio muestra que la combinaciòn de dos 
genes, MET2 y SKP2, es responsable de la variacién fenotipica observada entre las dos cepas 
parentales. Ademés, se ha demostrado que estos genes son también responsables del cambio 
fenotipico de otras caracteristicas de interés tecnolégico, como la produccién de SO;, HS y 
acetaldehido. 
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Hasta ahora, los estudios genéticos se habfan centrado en el control de la produccién 
de HS, pero las soluciones propuestas (p. ej., la reduccién de la actividad sulfito reductasa) 
tenfan la desventaja de incrementar mucho la produccién de SO; (Cordente et al. 2009 y 
Linderholm et al. 2008). Posteriormente, con el método QTL, se pudieron optimizar muchas 
otras levaduras enolégicas, usando el mismo procedimiento, puesto que un nùmero 
importante de levaduras enolégicas en el mercado tienen por lo menos uno de estos defectos. 
Ahora, la levadura obtenida con este método muestra cualidades excepcionales. Todas las 
pruebas realizadas evidencian que su produccién de SO;, H;S y acetaldehido es casi nula, 
mostrando los vinos resultantes todo su potencial aromético y respetando el bajo contenido 
de SO; que se les exige para los vinos en el mercado actual. 
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RESUMEN: 


En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la aplicacién conjunta de altas presiones 
hidrostàticas (APH) y virutas de madera de encina (Quercus ilex) sobre los paràmetros fîsico- 
quimicos, fenélicos, cromàticos y sensoriales de un vino monovarietal cv. Tempranillo de la 
cosecha 2013. Las virutas, tras ser sometidas a un proceso de tostado, se agregaron a los 
vinos en dosis de 5 g/L que fueron sometidos posteriormente a dos tratamientos de APH de 
igual presién y diferente duracién. Tras 6 meses de permanencia en botella, los vinos 
tratados muestran una disminuciòn significativa de los valores de antocianos, porcentaje de 
copigmentados y aumentos significativos en los de taninos. Ademòs, la intensidad de los 
cambios estuvo asociada con el tiempo del tratamiento. De los resultados de este estudio 
puede concluirse que la aplicacién de APH en vinos puede constituirse como un método 
eficaz y rapido de aromatizacién de vinos y que la madera de Quercus Ilex, con ciertas 
modificaciones en su procesado y dosis de empleo, puede ser alternativa a las comunmente 
empleadas. Por tanto, la utilizacién combinada de ambas metodologias podria ser efectiva 
para la salida al mercado de vinos tintos cv. Tempranillo con atributos sensoriales 
semejantes a los proporcionados por la crianza. 


Palabras clave: chips, encina, polifenoles, color, sensorial, aromatizaciòn. 


1. Introducciòn 


En los ùltimos afios estàn surgiendo métodos alternativos a la crianza tradicional como 
son el uso de virutas en lugar de barricas, vinos sumergidos en el mar, aplicacién de altas 
presiones hidrostàticas (APH) [1-5]. Con ello se intentan conseguir transformaciones 
semejantes y/o complementarias a las que ocurren durante la crianza empleando un menor 
tiempo y coste. Dichas transformaciones son debidas principalmente al aporte de sustancias 
fenélicas y arométicas propias de la madera. 

Entre las ventajas del uso de virutas pueden citarse, el bajo coste, una mayor 
superficie de contacto entre la madera y el vino y la ampliacién del abanico de posibilidades en 
el uso de maderas distintas al roble americano y francés, comunmente empleados en la 
fabricaciòn de barricas. 

La aplicacién de las APH, ademàs de reducir la carga microbiana permitiendo rebajar 
las cantidades de SO, adicionadas al vino, puede modificar y mejorar las propiedades 
organolépticas del mismo [6]. 

Por tanto, la unién de los beneficios de ambas técnicas es el punto de partida de este 
trabajo, cuyo objetivo es evaluar la incidencia de la aplicacibn conjunta de virutas de encina 
Quercus Ilex y APH en las caracteristicas fisico-quimicas, cromàticas y sensoriales de vinos 
monovarietales cv. Tempranillo. 
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2. Material y métodos 


El estudio se efectuò con vinos monovarietales cv. Tempranillo, cosecha 2013, a los 
que se le habîan adicionado virutas tostadas de encina (5 g/L), procesadas en el Instituto del 
Corcho, la Madera y el Carbén Vegetal (CICYTEX-ICMC) a partir de madera de duramen del 
tronco Quercus Ilex secada, triturada y tamizada, hasta un tamafio comprendido entre 2 y 4 
mm y posteriormente tostadas a 165 °C durante 35 minutos. El conjunto madera-vino se 
dispuso en 3 lotes de bolsas de plàstico herméticamente termoselladas de 3 L, que se 
sometieron a tratamientos de APH a 400 MPa durante 5 (AP5) y 30 minutos (AP30) 
respectivamente, en una maquina HYPERBARIC Wave 6000/55. Tras la aplicacibn de los 
tratamientos los vinos fueron embotellados y analizados en dos periodos distintos: tras su 
embotellado (AP5-PO y AP30-PO) y tras un periodo de 6 meses en botella (AP5-P6 y AP30-P6). 
Por otro lado, tras los mismos intervalos de embotellado, se analizaron vinos control (C-PO, C- 
P6) los cuales no habfan recibido tratamiento de APH ni habfan tenido contacto con virutas. 

En los vinos se analizaron los siguientes paràmetros: pH, acidez titulable (AT), acidez 
volàtil (AV), anhidrido sulfuroso libre y total, indice de polifenoles totales (IPT), taninos, 
antocianos, indice de Folin-Ciocalteau y antocianos copigmentados. La caracterizacién 
croméàtica se efectuò mediante las coordenadas CIELab [7]. 

EI analisis sensorial se realizé con las muestras P6 y consistiò en una prueba de 
diferenciacién (cata triangular) que Ilevò a cabo el panel de cata del CICYTEX-INTAEX, segun la 
Norma UNE 87027:1998 para andlisis sensorial. 

Los diferentes andlisis estadisticos se Ilevaron a cabo utilizando el paquete estadiîstico 
XLSTAT v.2014. 


3. Resultados 


A continuacién, se comenta y discute la incidencia de los tratamientos sobre los 
valores de los paràmetros fisico-quimicos, compuestos polifenélicos y paràmetros cromàticos 
en los dos momentos estudiados, recién embotellado (PO) y tras seis meses de permanencia en 
botella (P6) mostrados en la tabla 1 

Paràmetros generales: En este aspecto ùUnicamente es de destacar el descenso 
significativo de los valores de SO; libre y total observado en los vinos tratados (AP) en el 
momento PO y que se mantienen en P6. Se observ6 ademés que la magnitud del descenso es 
mayor conforme aumenta el tiempo del tratamiento. Desde el punto de vista de estabilidad 
microbiolégica del vino, este resultado es irrelevante puesto que la aplicacibn de APH es 
efectiva para la pasteurizaciòn del vino [6, 8]. Por otra parte, la aplicacién de esta técnica no 
modificò sustancialmente la evolucién de estos paràmetros observàandose que los cambios 
fueron de igual sentido y amplitud, siendo éstos muy similares en las muestras AP y en las 
control (C). 

Compuestos fendlicos: Independientemente de la duraciòn del tratamiento, frente a 
los vinos C, los AP presentan en el momento inicial PO, valores significativamente inferiores de 
antocianos y superiores de IPT. La evoluciòn de la composicién fenélica es idéntica en todas las 
muestras, observandose un descenso significativo de la concentracién de antocianos, del % de 
copigmentados y de taninos, y un aumento, también significativo, del IPT. En comparaciòn con 
C-PO, se observan cambios proporcionales a la intensidad del tratamiento. Asî, para el 
contenido en antocianos se producen aumentos del 39, 47 y 50 %; del 9, 13 y 14 % para el IPT, 
y disminuciones del 30, 21 y 18 % para los taninos, en las muestras C-P6, AP5-P6 y AP30-P6 
respectivamente. 

Caracteristicas cromaticas: En el momento PO los vinos AP presentaron valores 
superiores de a* y significativamente superiores de b*. AI igual que para el contenido en 
compuestos fendlicos, la evolucién de los valores de b* y C* fue proporcional a la intensidad 
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del tratamiento, y respecto a CPO se observaron aumentos del 25, 65 y 85 % para b* y del 1, 11 
y 13 % para C* en CP6, AP5-P6 y AP30 PE respectivamente. Sin embargo, la diferencia de color 
AE*ab intertratamientos no superò el valor de 3 unidades necesarias para ser detectables por 
el ojo humano. De hecho, la màxima diferencia hallada entre C-P6 y AP30-P6 fue de 1,4. 

Anàalisis sensorial: Tras seis meses de permanencia en botella, y en concordancia con 
lo anterior, los catadores no apreciaron diferencias entre el color de los vinos procedentes de 
los diferentes tratamientos. Sin embargo, en la fase olfato-gustativa, el panel si los diferenciò 
significativamente, con un porcentaje de discriminacién del 86,3 %, percibiendo en los vinos 
AP aromas a madera y tostados, si bien también se apreciaron ciertos sabores identificados 
como sabor “a tablén”. 


4. Conclusiones 


De los resultados de este estudio se concluye que la aplicacién de APH en vinos a los 
que se han adicionado virutas de madera, puede constituirse como un método eficaz y rapido 
de aromatizaciòn de vinos, con todas las ventajas que conlleva la disminuciòn del tiempo de 
estancia en depòsito. Este nuevo empleo, unido a la ya demostrada eficacia para la 
inactivaciébn de microorganismos indeseables, aumenta la eficacia y posibilidades de esta 
técnica en la industria enolégica. En lo que respecta al empleo de virutas de procedencia de 
Quercus Ilex, aunque los cambios observados en los atributos olfato-gustativos de los vinos no 
fueron todo lo positivos que se deseaba, lo que podria estar relacionado con la dosis de virutas 
afiadida o con la intensidad del tratamiento de tostado aplicado, de los resultados observados 
en el resto de paràametros se concluye que puede ser una alternativa a las comùunmente 
empleadas de roble. 

Este trabajo inicial abre nuevas vias experimentales en el uso, tanto individual como 
conjunto, de virutas de encina y APH como método alternativo para la crianza de vinos tintos 
en proyectos futuros. 
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Figuras, ecuaciones y tablas 


Tabla 1: Paràmetros fisico-quimicos, compuestos fenédlicos y paràmetros cromticos 


Periodo PO P6 

Tratamiento (6) AP5 AP30 Cc AP5 AP30 
pH 3,5) 3,5) 3,7° 3,7° 3,7° 3,7° 
AT (g-L° A. Tartàrico) 4,5 4,5 4,4 4,6 4,7 4,7* 
AV (g-L° A. Acético) 0,4 0,4 0,4 0,30” 0,3°* 0,3°* 
sO, libre (mg-L) 14,7 11,8? 9,2° 14,0° 12,0 11,7°% 
SO, total (mg-15) 54,5% 49,3% 47,25 47,3** = 30,0°*  26,0° 
Antocianos (mg-L* Cl.malvidina) 195,0° 190,60 189,5 118,0°* © 103,3°)*  98,3°* 
Copigmentados (%) 30,22 28,5) 29,0 19,3°*  17,6°* 15,8% 
Taninos (g-L* Catequina) 3,3) 3,8° 3,8° 2,3°* 2,60% 2,7°* 
IPT 51,80 544° 549° 56,60* — 58,7°*  58,8° 
L wo ua 70 77,9? 74,7% 74,3% 
a* 27,99 28,5° 289° 28,3? 30,9°*  31,3° 
b* 2,0° 1,8° 1° 2,5c* 3,39% 37 
c* 28,0° 28,6°° 28,9° 28,4° 31,1°* 31,5% 
h* az 3,7° 3,4° 5,0% 6,0°* 6,7°* 


Valores seguidos de *, indican diferencias significativas en los valores de ese tratamiento en los dos momentos de andlisis. 
En el mismo momento de analisis, y para el mismo parametro, valores seguidos de distintos superindices indican diferencias 
debidas a los tratamientos. 
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RESUMEN: 


Este trabajo presenta un método para provocar la difusién indirecta de aromas de madera 
durante la crianza sobre lfas, a partir de las propias paredes de la levadura en autolisis. Para 
ello, se macerò previamente en un extracto etandlico de madera, una biomasa liofilizada 
generada ex6genamente. Posteriormente, se dosificaron diferentes cantidades de lias de 
Saccharomyces cerevisiae, -previamente impregnadas con extractos de madera y secadas-, 
en vino tinto, y se realizé un seguimiento analitico. Se emplearon cuatro tipos diferentes de 
madera: castafio, cerezo, acacia y roble, observindose grandes diferencias en el perfil de 
volatiles y polifenoles entre las diferentes muestras. Los andlisis sensoriales confirmaron el 
impacto positivo de la técnica, incluso a tiempos cortos de contacto, con una integraciòn 
sutil de aromas de madera en los vinos. Los deferentes perfiles arométicos obtenidos son 
interesantes de cara al posible empleo en tonelerîa de otras maderas diferentes al roble. 


Palabras clave: crianza, vinos tintos, polifenoles, madera, roble, castafio, cerezo, acacia 


1. Introducciòn 


EI mercado actual de vinos se caracteriza por una cierta homogeneidad y saturacién de 
productos que compiten libremente. Se buscan por tanto nuevas técnicas y tecnologias que 
abaraten los procesos, permitiendo a la vez obtener productos de elevada calidad, y ademàs 
que se distingan del resto. Esta diferenciacibn a costes contenidos puede incrementar 
significativamente la competitividad de una organizacién. Hasta ahora una de las opciones méàs 
comunes para conseguir este objetivo ha sido la crianza en barrica de roble. Sin embargo esta 
técnica enolégica està refiida con la produccién a bajos costes. Por otro lado, la crianza sobre 
lias es un recurso para elaborar vinos con caracteristicas sensoriales especiales y 
extensamente descritas en la bibliografia. Se emplea recientemente incluso en vinos tintos 
asociada a crianzas en barrica, pero no està exenta de dificultades que marcan claramente el 
coste de las elaboraciones. 


En este Ambito, es necesario sefialar que los vinos sometidos a largas crianzas estàn 
perdiendo progresivamente prestigio y salida comercial. Actualmente el consumidor prefiere 
vinos de precios moderados en los que se respetan en mayor medida los aromas primarios o 
varietales de la fruta, a través de una mejor integracién y equilibrio con los volàtiles de la 
madera. 


La capacidad de adsorcién de levaduras y su posible empleo para clarificar vinos y 
reducir sus concentraciones de compuestos negativos como OTA y EPHs, ha sido ya estudiada 
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por diferentes autores. En este sentido, la fijacién de antocianos y otros polifenoles en lias de 
levadura, y los efectos negativos a nivel cromatico de la técnica, se ha descrito en algunos 
articulos cientificos (Morata et al., 2003; Palomero et al., 2011). En este ambito, este trabajo 
presenta un método para provocar la difusibn indirecta de aromas de madera durante la 
crianza sobre lias, a partir de las propias paredes de la levadura en autolisis. 


Para conseguirlo se macerò previamente en un extracto etandlico de diferentes 
maderas, una biomasa liofilizada generada ex6genamente que posteriormente se secé. El 
andlisis de polifenoles y volàtiles de madera en las lias ya lavadas y secas, -mediante HPLC/DAD 
y GC/MS respectivamente,- confirmò su adsorcibn en las paredes de las levaduras. Para 
comprobar la potencial utilidad del procedimiento, se dosificaron diferentes cantidades de lias 
de Saccharomyces cerevisiae, -previamente impregnadas con extractos de madera y secadas-, 
en vino tinto, y se realizò un seguimiento analitico durante un corto periodo experimental. 


2. Material y métodos 


Una cepa de Saccharomyces cerevisiae, seleccionada en el de Departamento de 
Quimica y Tecnologia de Alimentos de la ETS Agrénomos (UPM) de acuerdo a su elevada 
capacidad de cesién de polisacàridos. La biomasa lavada y liofilizada de esta levadura se 
macerò con una solucién de etanol que previamente se utilizé para extraer compuestos de 
diferentes maderas. (Fig.1.; Palomero et al., 2015) 


Se realizé un seguimiento analitico de las muestras para verificar el impacto de la 
metodologia sobre la composicién y las caracteristicas organolépticas de las diferentes 
muestras. Los polifenoles de las maderas se analizaron siguiendo la metodologia propuesta 
pory Sanz et al., 2012. 


Se realizé un anglisis sensorial al final del periodo experimental. 


Fig. 1. Lias aromatizadas con maderas de roble, castafio, cerezo y acacia 


3. Resultados 


La figura 2 muestra los perfiles cromatogràficos de las diferentes lias de levadura una 
vez aromatizadas con las diferentes maderas estudiadas. Se observaron grandes diferencias 
entre los perfiles de polifenoles de las diferentes maderas estudiadas, tanto en términos 
cuantitativos como cualitativos (Fig. 2). 


Las lîas de levadura aromatizadas mediante la metodologia descrita con fragmentos de 
madera de castafio, presentaron una concentracibn muy superior de aldehfdos fenélicos como 
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la vainillina o el siringaldehido. Estos compuestos tienen una influencia marcada y muy directa, 
y pueden por tanto provocar importantes modificaciones en cortos periodos de tiempo si son 
liberadas al vino en cantidades suficientes. En general la madera de cerezo estudiada segun el 
método mostrò un perfil màs complejo, con algunos compuestos que podrian ser empleados 
en su identificacién, tales como el àcido protocateico, la naringenina o el kaempferol. En las 
muestras en contacto con las lias aromatizadas indirectamente con madera de acacia se 
detecté una gran concentracién de robinetina y aldehido gélico. Estos compuestos podrian 
usarse también en la deteccién del empleo de esta madera en el envejecimiento vinos. 


Il 
Fig. 2. Perfiles de polifenoles extraidos de las diferentes biomasas aromatizadas con maderas de roble (color azul), 
castafio (color verde), cerezo (color rojo) y acacia (color morado). El cromatograma superior, en el que se indican los 
nombres de algunos de los compuestos màs relevantes es una mezcla de las diferentes biomasas. 


EI analisis sensorial de las muestras confirmé la potencial utilidad del método (Fig.3). 
En un tiempo muy corto de contacto con las diferentes biomasas se identificaron 
aromas de crianza en madera de forma clara en todas las muestras a excepciòn de la 
muestra control. 


Las muestras en contacto con las biomasas aromatizadas con maderas de castafio 
destacaron sobre el resto al transferir al vino una mayor cantidad de aromas de 
madera. Los resultados sugieren que esta madera podria ser interesante para obtener 
vinos màs complejos en periodos de tiempo més cortos (Palomero et al., 2015). 
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Fig. 3. Evaluaciòn sensorial, a. olfativa, b. en boca, y c. retrogusto, de los vinos tras una crianza de un mes con las 
diferentes lias aromatizadas. 


4. Conclusiones 


Las lias de levadura muestran capacidad de adsorber compuestos polifendlicos 
y volàtiles de madera, que posteriormente pueden desorberse en el vino. Maderas de 
especies diferentes al roble pueden mostrar también una buena aptitud enolégica, y 
por lo tanto constituir una herramienta interesante para la elaboracién de vinos de 
calidad singulares. Cada madera debe ser empleada en funciéòn del tiempo més 
adecuado de crianza considerado para adquirir el perfil aromatico y sensorial deseado. 
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RESUMEN: 


EI objetivo del presente trabajo fue estudiar la influencia de la adiciébn de duelas de roble 
con diferente potencial en elagitaninos durante la microoxigenacién del vino sobre su color 
y su composiciòn. Para ello se procediò a microoxigenar (3ml/I.mes) un vino tinto durante 
tres meses en ausencia de duelas y en presencia de duelas de tres potenciales de liberaciòn 
de elagitaninos. Los resultados confirman que a mayor potencial las duelas liberan 
realmente una mayor concentracién de elagitaninos. La mayor presencia de elagitaninos 
parece ejercer un efecto protector de los antocianos. Por otra parte, parece existir también 
una relacién entre el potencial en elagitaninos y la liberacién de ciertos aromas del roble. 
Asî, la concentracién en furanos y whiskey lactona cis fue mayor en el IP medio, mientras 
que los fenoles volàtiles alcanzaron valores mayores en el IP alto. 

Palabras clave: Microoxigenacién, duelas de roble, elagitaninos, aromas 


1. Introducciòn 


La estabilizaciòn de la materia colorante de los vinos tintos, asî como la suavizaciòn de 
su astringencia inicial, precisan de un cierto aporte de oxigeno, necesario para favorecer toda 
una serie de reacciones en las que participan antocianos y proantocianidinas [1,2]. Gracias al 
aporte del oxigeno se producen combinaciones, polimerizaciones y condensaciones que 
generan la aparicién de nuevos pigmentos més estables que modifican el matiz del color del 
vino y garantizan su longevidad [3,4]. 


Tradicionalmente, estas reacciones se desarrollan durante la crianza del vino en 
barricas de roble, a través de cuyas duelas, tiene lugar una microdifusién del oxigeno [5,6]. No 
obstante, la crianza del vino en barricas de roble es un proceso oneroso desde el punto de 
vista econémico y complicado bajo el punto de vista de la organizaciòn de la bodega. Por esta 
razén muchas bodegas emplean de forma complementaria o alternativa la técnica de la 
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microoxigenacién [7]. La microoxigenacibn complementada con la maceracién de alternativos 
de roble es actualmente una préctica habitual como alternativa a la crianza en barricas de los 
vinos tintos. 


Recientemente, la toneleria Radoux ha desarrollado una técnica analitica basada en el 
andlisis espectrofotométrico del infrarrojo cercano (NIRS) de las duelas que permite 
clasificarlas en funcibn de su potencial en elagitaninos (IP). El objetivo del presente trabajo fue 
el de estudiar la influencia durante la microoxigenacién de la presencia de duelas de diferente 
IP. 


2. Material y métodos 


Un vino tinto de la variedad Cabernet Sauvignon se dispuso en 8 tanques de 165 litros 
de capacidad y 2,5 metros de altura. A grupos de dos tanques se les introdujeron duelas de 
roble francés de diferente potencial de liberacibn de elagitaninos (potencial bajo: 1P20; 
potencial medio: IP40 y potencial alto: IP60) proporcionadas por toneleria Radoux-Pronektar. 
La proporciòn de duelas era la que reproducia la relacién superficie/volumen de una barrica de 
225 litros. Los dos tanques restantes se mantuvieron sin duelas y fueron considerados como 
control. Todos los tanques se sometieron a microoxigenacién a la dosis de 3 ml/I.mes 
utilizando un equipo multidifusor (VISIO 2/6-Oenodev, Francia). Transcurridos tres meses los 
vinos fueron analizados. 


EI indice de polifenoles totales (IPT) se determiné de acuerdo con lo descrito por 
Ribéreau-Gayon et al. [9]. La intensidad colorante se midié de acuerdo con lo indicado por 
Glories [10]. La concentracibn de antocianos se determiné espectrofotométricamente 
mediante el método descrito por Niketic-Aleksic y Hrazdina [11]. Los elagitaninos se 
determinaron mediante HPLC [12] previa preparacién de la muestra de acuerdo con la 
metodologia descrita por Garcia-Estévez et al. [13]. Los compuestos volàtiles procedentes de la 
madera fueron determinados mediante CG [14]. 


3. Resultados 


La Tabla 1 muestra los resultados correspondientes al color y los compuestos fenélicos 
de los diferentes vinos. 


Tabla 1. Color y compuestos fenélicos 


MICROOXIGENACION 
Paràmetro Vino inicial 
Sin Duelas Duelas IP20 Duelas IP40 Duelas IP60 


Intensidad colorante 
(IC) 


indice de polifenoles 
totales (IPT) 


13,6 + 01 A 14+0,1 B 144+0,2 B 13,9+0,1 B 138+0,3 AB 
49,5 + 06 A 496+17 A 491+12 A 513+13 A 517+12 A 


Antocianos (mg/l) 466 + 1 A 412+6 B_ 3989+ 5 B 42411 C 42745 Cc 


Taninos elàgicos 


- - 1,7+02 A 32+04 B 78+21 C 
(mg/l) 


Como se puede ver en la tabla, existe una clara relacién entre el contenido en 
elagitaninos de los vinos y la presencia de duelas de diferente IP. Cuando mayor es el IP de las 


371 


duelas mayor es el contenido en elagitaninos del vino. Estos datos confirman la eficacia del 
sistema de seleccién de las duelas mediante NIRS. 


Todos los vinos microoxigenados presentaban una intensidad colorante algo superior 
al vino inicial antes de tratamiento, si bien en el caso del que contenia las duelas de mayor IP 
no habîa diferencias significativas. No se observaron diferencias significativas en el indice de 
polifenoles totales, si bien si que se detecté una cierta tendencia a incrementarse en los vinos 
con las duelas de mayor potencial de liberacién de elagitaninos (IP40 y IP60). Como era de 
esperar todos los vinos microoxigenados presentaban una menor concentracién de antocianos 
que el vino original. En ese sentido los vinos con las duelas de IP40 y IP60 presentaban una 
concentracién de antocianos significativamente mayor que el vino sin duelas y el vino con las 
duelas de menor IP. Estos resultados sugieren un efecto protector por parte de lo elagitaninos 
aportados por las duelas de mayor IP. 


La Tabla 2 muestra los resultados correspondientes a los principales compuestos 
volàtiles procedentes de la madera. 


Tabla 2. Compuestos volàtiles procedentes de la madera 


MICROOXIGENACION 
Paràmetro Vino inicial 
Sin Duelas Duelas IP20 Duelas IP40 Duelas IP60 
Furanos (mg/l) - - 1043 + 11 0A 1428+ 26 B 559 + 345 C 


Whiskey-lactona 


- - 75+ 17 A 106+ 94 AB 26 + 25 B 
trans (pg/l) 


MiisKeNagona eo 2 6 63+ 24 A 163+16 BU 2144 € 


(ug/1) 

Fenoles volatiles 56+03 A 60+04 AU 54+04 A 62+06 A 9,7+20 B 
(mg/l) 

Vainillina (ug/) - - 608 + 29 B 537+2 Cc 746 + 278 BC 


La potencialidad en elagitaninos parece tener un efecto sobre la liberacién de ciertos 
aromas por parte de las duelas. Asi, la concentracibn en furanos, responsables de los aromas 
de frutos secos tostados, y en la whiskey lactona cis, responsable del aroma de coco alcanzan 
su màximo valor en los vinos que contenîan las duelas con IP40, mientras que el valor minimo 
se presenta en los vinos con las duelas de mayor IP. Este comportamiento parece ser parecido 
en el caso de la whiskey lactona trans, si bien la tendencia no es tan clara. A su vez, los vinos 
con duelas de IP60, presentaron la màxima concentracién en fenoles volàtiles. No se observò 
una tendencia clara en la vainillina. 


4. Conclusiones 


Existe una clara relacién entre el IP de las duelas y la concentracién en elagitaninos del 
los vinos. A mayor IP, mayor concentracién. La mayor liberacién en elagitaninos por parte de 
las duelas de mayor IP parece ejercer un efecto protector sobre los antocianos. Asimismo, 
parece que el IP de las duelas pudiera estar relacionado también con la liberacién de ciertos 
aromas procedentes de la madera de roble. 
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RESUMEN: 


Este trabajo presenta los primeros resultados del desarrollo de un dispositivo que 
reproduce el escenario barrica y que permite visualizar el avance del frente de humedad en 
la madera, durante el proceso de envejecimiento. Para ello se ha medido la variacién del pH 
de la madera con un sistema de medida de equipado con sensores luminiscentes que 
permiten trabajar de forma no destructiva y no invasiva. La relacién entre la modificacién 
del pH de la madera y su humedad permite visualizar el proceso de impregnacién de la 
madera durante el envejecimiento. 


Palabras clave: humedad, pH, madera, sensor éptico 


1. Introducciòn 


Las especies de roble Quercus petraea y Quercus alba son utilizadas en toneleria por 
sus caracteristicas fisico-mecanicas. Una diferencia importante entre estas dos especies es la 
permeabilidad a los fluidos, que està condicionada por la presencia de tilos, menos 
abundantes y de paredes més finas en el roble francés que en el americano, lo que condiciona 
el corte en hendidura de los primeros. Durante el envejecimiento de vinos en barricas, la 
madera se va humectando provocando cambios en su permeabilidad a los fluidos (1). 

En este trabajo se ha estudiado la evolucién de la humedad de la madera durante el 
envejecimiento mediante el control de la variacibn de su pH de manera no invasiva ni 
destructiva. Para ello, se ha disefiado y construido un dispositivo que reproduce el escenario 
barrica, provisto de sensores luminiscentes con un indicador sensible a la cantidad de 
hidrogeniones. La evaluacién se ha realizado mediante el andlisis ratiométrico de la imagen 
que se obtiene dividiendo la intensidad aportada por el canal de medida y el de referencia, lo 
permite establecer una medida relativa para contrarrestar interferencias. El sistema 
desarrollado ha permitido visualizar como se producia el aumento de la humedad de la 
madera desde el lado en contacto con el liquido hasta su interior. También se ha visualizado 
como el avance del frente de agua libre disuelve las sustancias de la madera modificando el 
pH. Estas sustancias extrafdas con caràcter acido provocan la disminucién del pH, tanto de la 
madera como del liquido, lo que permite de forma indirecta conocer la humedad de la 
madera. 


2. Material y métodos 

Maderas. Suministradas por la toneleria Duero (Aranda de Duero, Burgos) de Q 
petraea con tostado medio. Se han mantenido en la sala de barricas con 15 +1 2C y un 85+2% 
de humedad relativa. 
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Humedad de la madera. Se han mantenido maderas de ambos tipos en 9 ambientes 
con diferente humedad relativa para alcanzar diferentes 9 niveles de humedad de equilibrio de 
la madera entre el 2,4 y el 24,1 %, confirmando su humedad relativa segun la norma 
(EN13183-1). 

pH de la madera por método dbptico. El equipo de medida ha sido facilitado por la 
empresa Presens GmbH, equipado con un sensor (SF-HPSR), una camara VisiSens DU02, y el 
software VisiSens A2 para la adquisicién y tratamiento de imàgenes. El equipo fue previamente 
calibrado empleando diferentes soluciones tampén de pH 3 a 5. La medida ha sido realizada en 
un dispositivo especialmente disefiado y construido que reproduce las condiciones de barrica. 


sensor 


Camara de liquido 


Camara 


Figura 1. Dispositivo para realizar el seguimiento de la humedad de madera. 
3. Resultados 


Medida del pH de la madera. En el momento de Ilenado de la celda, el pH de la 
disolucién era de 5. En la imagen figura 2, la linea verde separa la madera de roble (izquierda) 
y la disolucién (derecha), se observa que el agua que està en contacto con la madera tiene 
unos colores naranjas, pH entre 2,5-3,1. El primer millimetro de madera también tiene colores 
naranjas, pero a partir de ese punto su pH es més bajo, predomina el color rojo (pH=1,9-2,5). 
Transcurridas 8 horas el frente de humedad alcanza el primer milimetro. AI tratarse de roble 
francés el avance de la humedad sigue siempre el radio medular. EI pH hasta 1 mm esta entre 
3,8 y 4,4. A partir de ahi hasta el 1,5 mm el pH es de 2,5 a 3,1 y el resto de la madera tiene un 
pH de 1,3 a 2,5. (figura 3). 


8 horas 


Figura 2 Figura 3 


375 


Figura 4 Figura 5 


A los 2 dias (figura 4) se observa que la disolucibn ha penetrado hasta los 3 mm de 
profundidad dominados por colores amarillos, pH 3,8 a 4,4. El pH del frente de humedad tiene 
colores màs verdosos, pH=3,1. La madera después del frente de humedad està entre 2,5-3,1. 
En el resto de la madera se observa una gran diferencia con la imagen anterior, ya que esta 
tiene colores més rojizos (pH=1,9-2,5) y més azules (pH=0,6-1,3). AI disolver los compuestos de 
la madera su pH disminuye. Tras 5 dias el frente de humedad alcanza los 5 mm, siguiendo el 
radio medular y por ello en la zona inferior el frente solo ha penetrado 2 mm. En la imagen se 
observa que no solo el pH de la madera ha cambiado, también el de la disolucién, 
disminuyendo hasta valores de 3,8. El pH de los 5 mm de madera y el de la disolucién es el 
mismo (figura 5). 


Relaciòn entre la humedad y el pH. La relaciòn entre la variaciòn del pH de la madera y 
su humedad puede ser empleada para medir la impregnaciòn de la madera en contacto con un 
liquido. Por ello, se ha realizado una calibracién del sistema con trozos de la misma madera 
sometida a 6 distintas humedades a los que se han realizado cinco medidas fotografias y se ha 
realizado un andlisis ratiométrico. La calibracién se ha aplicado a las imàgenes previamente 
realizadas obteniéndose entonces la escala de humedad comprendida entre 1 y 25%, que es el 
punto de saturaciòn de la fibra en las condiciones de trabajo. 


En la figura 6 se observa que la humedad de la madera en el frente de humedad tiene 
color verdoso %H=15. En el primer milimetro la humedad es de 12%. El agua està penetrando 
por los poros de la madera y su pH el primer milimetro es de 2,5. Se observa el frente de 
humedad ha avanzado 1 mm siguiendo el radio medular, al tratarse de roble francés, en el 
frente la humedad esta entre 15-18% (figura 7). A medida que el frente de humedad avanza el 
pH de la madera pasa de las tonalidades naranjas (pH=2,5) del principio a colores rojizos 
(pH=1,9) (figura 8). i 
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Figura 8 Figura 9 


A los dos dias el frente de humedad Ilega hasta los 2-3 mm, con una humedad entre 
18-21% y un pH =4,4. Entre los 3 y 4 mm la humedad es de 9-12% con un pH 2,5-3,1. A partir 
de los 5 mm de espesor predomina la coloracién morada y azul, una humedad mucho màs baja 
3-6%. Después de 5 dias (Figura 9) el frente de humedad ha alcanzado los 4-5 mm 
aproximadamente (%H= 21-24%). Cuando nos alejamos hacia el interior de la madera adquiere 
tonalidades rojizas (XH=12%) y empiezan a aparecer los tonos azulados (%H=4-7). EI pH de la 
madera también empieza a adquirir tonos azules en los ùltimos milimetros (pH=0,6). 


4. Conclusiones 


Se ha observado que a medida que la humedad de la madera aumenta debido a su 
contacto con el liquido en una de sus caras, el frente de agua libre avanza y disuelve 
compuestos de la madera. Estas sustancias extraîdas con caràcter dàcido provocan la 
disminucién del pH, tanto de la madera como del liquido. En la madera francesa se observa 
que el avance de la humedad està muy influenciado por la geometria estructural de la madera 
y es paralelo al radio medular. El mayor avance de la humedad se produce en las primeras 8 
horas, después aumenta méàs lentamente, encontràndose que tras 5 dias el frente ha 
alcanzado un màximo de 5-6 mm. El sistema puesto a punto se comporta razonablemente 
bien, ya que las correlaciones entre el pH y el contenido en humedad de la madera son 
buenas. 

El aspecto més relevante es la capacidad del sistema para conocer el alcance del frente 
con un nivel de humedad, por encima de su punto de saturacién de la fibra a partir del que 
empieza a haber agua libre dentro de la madera, de forma no destructiva, valores que por otro 
lado estàn en el limite de medida de los sistemas resisitivos o capacitivos. 
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RESUMEN: 


La entrada de oxigeno por la madera de las barricas es un proceso que se produce durante 
todo el envejecimiento del vino. Algunos autores han postulado que los elagitaninos de la 
madera actùan como agentes bloqueantes de esta entrada, sin embargo en base a los 
recientes resultados obtenidos, se puede indicar que la relacibn entre la disminucién de la 
entrada de oxîfgeno y los elagitaninos no es clara. 


Palabras clave: barrica, elagitaninos, oxfgeno, vino, madera 


1. Introducciòn 


La eleccién de la barrica se realiza en base a lo que la madera aporta al vino y a su 
evolucibn que està determinada por la disponibilidad de oxigeno, lo que define las 
propiedades finales del vino envejecido. El oxigeno puede entrar en la barrica por las uniones 
entre duelas y por la madera. Algunos autores han postulado que no es posible la entrada de 
oxigeno por la madera debido al bloqueo que sufre por los elagitaninos, fenémeno que sélo se 
produce en el caso de tener la madera hUmeda, es decir empapada de vino. Segun esta teoria, 
los elagitaninos bloquean la entrada de oxigeno porque lo consumen oxidandose impidiendo 
por tanto la oxigenacién de los vinos (1). Nuestros trabajos previos han puesto de manifiesto 
que el oxigeno sf entra por la madera durante todo el proceso de envejecimiento (2, 3), tanto 
cuando se trata de barricas de roble americano, como de roble francés. La tasa de oxigenacién 
que ofrecen las barricas a los vinos se modifica con el tiempo, por lo que se hace necesario 
definir una tasa dinàmica de oxigenacién, para no sobreestimar la dosis de oxigeno que 
reciben los vinos. Se ha encontrado que en los primeros dos meses la barrica dosifica al vino 
casi el 40% de todo el oxigeno que aportarà en un afio (4), aspecto muy importante en el 
proceso de envejecimiento. Con el fin de evaluar si efectivamente los elagitaninos consumen el 
oxigeno del aire, generando una barrera que impide el acceso del oxigeno al vino, en este 
trabajo se ha analizado el perfil de elagitaninos y de oxigeno de la duela de las barricas durante 
el proceso de envejecimiento. 


2. Material y métodos 


Maderas. Suministradas por la toneleria Duero (Aranda de Duero, Burgos) de Q 
petraea sin tostar, 15 duelas de madera cruda del mismo lote guardadas a 15 +1 2C y un 85 +2 
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% de humedad relativa. Se han extraido 12 muestras de estas 15 pre-duelas para el estudio 
tras O, 1, 3, 6y 9 meses de envejecimiento (4), analiz4ndose los elagitaninos en un total de 75 
piezas de madera y la tasa de entrada de oxigeno (OTR) en las otras 75 piezas. Con el fin de 
simular el proceso de envejecimiento a las diferentes piezas de madera se las ha sometido a 
contacto con vino sintético (14% v/v, pH=3.5) para evaluar exclusivamente el efecto en la 
madera. Todas las piezas cuentan con el mismo grosor, el habitual de las duelas empleadas en 
toneleria (27/mmm). 


La medida de los elagitaninos de la madera se ha realizado siguiendo el método de 
Fernàndez de Simén y col. (5). Se ha evaluado el contenido en la zona inundada de la duela, en 
los diferentes momentos del estudio. Se han evaluado 8 elagitaninos (roburinas A, B, C, D, E, 
grandinina, vescalagina y castalagina), y posteriormente la suma de estos 8 compuestos ha 
permitido el calculo de los elagitaninos totales, expresada en mg/g de madera. 


Medida de la permeabilidad al oxigeno. Se ha realizado de acuerdo a la metodologia 
propuesta por Nevares y Del Alamo (4) y con el dispositivo patentado por estos autores (6) que 
se muestra en la figura 1. La evaluacién del oxigeno que se acumula en la camara permite 
calcular la tasa de entrada de oxigeno (OTR, expresada en mg/L.afio) por la madera de la duela 
en condiciones de envejecimiento, para ello es necesario emplear un liquido que no consuma 
oxigeno, por lo que se emplea un vino sintético. 
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Figura 1. Dispositivo para la medida de la permeabilidad al oxfgeno de la madera (4) 


3. Resultados 


Los resultados del andlisis del OTR de la madera indican que la tasa de oxigenacién de 
la madera seca es mucho més elevada que en el caso de la madera humectada. La variabilidad 
encontrada en la tasa de las 15 maderas crudas del mismo lote se puede deber a que la 
madera es un material natural, por lo que su estructura no es exactamente la misma en todas 
las preduelas estudiadas, y por ello tampoco su tasa de oxigenacibn. Se ha encontrado que la 
madera tras 1 afio de permanencia con vino sintético si deja pasar el oxigeno (figura 2), 
resultado que también se ha observado en otra experiencia con maderas tostadas. 


EI andlisis del contenido en elagitaninos en la zona inundada de la madera de las 
distintas piezas, durante el proceso de humectacién (contacto con vino sintético), se muestra 


en la figura 2. Se puede observar que en general la suma de los elagitaninos estudiados 


379 


disminuye con el tiempo, debido al proceso propio del envejecimiento de vinos en el que se 
produce la extracciòn y disolucién hacia el liquido. 


M Madera Seca Mimesl Mmes3 Mmes6 Mimes9 Mmes12 


ILL 


ml m2 m3 m4 m5 me m10 m1l1 m12 m13 m14 m15 


Tasa de entrada de oxigeno (mg/L.afio) 
Ww 


Figura 1.- Evolucién de la tasa de entra de oxigeno en 15 maderas. 
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Figura 2.- Evoluciòn del contenido en la suma de elagitaninos en 15 maderas. 


Se ha evaluado la relaciòn entre la variacibn del OTR de la madera en cada momento 
(mes 1, mes 3, mes 6 y mes 9) estudiado respecto al OTR inicial de la madera y la variacién del 
contenido en elagitaninos de la madera de la capa inundada en cada momento (mes 1, mes 3, 
mes 6 y mes 9) respecto a su valor inicial en la madera seca. Se ha encontrado que no guardan 
una relacién estadisticamente significativa en ninguno de los meses estudiados (mes 1: 
r=0.4506, p=0.0919, mes=3: r= 0.2803, p=0.3116, mes=6: r=-0.0553, p=0.8448 y mes=9: 
r=03744, p=0.1692). 
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4. Conclusiones 


Los resultados nos indican que no hay una relacién directa entre el descenso en la tasa 
de entrada de oxigeno por la madera y la variacién en el contenido de los elagitaninos de la 
madera, que son extraidos o que pudieran ser oxidados. 
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RESUMEN: 


El envejecimiento en madera es una pràctica usualmente empleada en Enologia con el fin de 
proporcionar al producto joven ciertas caracteristicas, tanto organolépticas como 
fisicoquimicas, que lo transforma en otro de mayor calidad y més apreciado por el consumidor. 
EI objetivo del trabajo fue el de controlar el proceso natural de envejecimiento del vinagre en 
botas de roble pero aceleràndolo con el aporte externo de oxigeno mediante un dispositivo de 
microoxigenacién. El estudio contemplé seis semanas, con un muestreo semanal. Los andlisis 
llevados a cabo han sido: oxigeno disuelto, paràametros CIELab y compuestos volatiles. 

Este estudio ha permitido evaluar la influencia de tiempo y dosis de oxigeno sobre paràmetros 
directamente relacionados con la calidad del producto obtenido. 


Palabras clave: Microoxigenacién, compuestos volatiles, vinagre de Jerez. 


1. Introducciòn 


El envejecimiento en madera es una pràctica usualmente empleada en Enologia con el 
fin de proporcionar al producto joven ciertas caracteristicas, tanto organolépticas como 
fisicoquimicas, que lo transforma en otro de mayor calidad y més apreciado por el consumidor. 
Sin embargo, es un proceso lento y costoso. En el caso del vinagre de Jerez, el vinagre joven se 
envejece por un periodo minimo de seis meses, llegando a periodos de diez afios o màs. 
Durante este proceso, fundamentalmente, dos factores entran en juego de manera conjunta. 
Por un lado, el contacto del producto con la madera de la bota y, por otro, gracias a la 
porosidad de ésta, la difusién de oxfgeno al interior, en pequefias cantidades (1). Este proceso 
podria emularse y acelerarse, manteniendo el contacto con la madera mediante el uso de la 
microoxigenacibn en bota. Esta técnica consiste en la aplicacibn de oxigeno en forma de 
microburbujas (2-5). 


EI objetivo del trabajo ha sido el de controlar el proceso natural de envejecimiento del 
vinagre de Jerez en botas de roble americano pero aceleràndolo con el aporte externo de 
oxigeno mediante un dispositivo de microoxigenaciòn. Se realizaron andlisis de los compuestos 
volàtiles, paràametros CIELab y tratamiento estadistico de los resultados obtenidos. 


2. Material y métodos 
2.1 Muestras. 

Se contò con cinco botas de roble americano, de 600 litros de capacidad, conteniendo 
cada una de ellas 500 litros de vinagre joven apto de la D.O. Vinagre de Jerez. Se tomé una de 
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las botas como testigo, y a las demàs se le aplicé oxigeno bajo dos flujos distintos, por 
duplicado, de 40 y 70 mL/L/mes, respectivamente, mediante un dispositivo de 
microoxigenacibn. La experiencia tuvo una duracién 42 dias y se tomaron muestras 
semanalmente (0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias). El equipo de microoxigenacién, DosiOx modelo 
SX1, ha sido suministrado por Productos Agrovin (Alcazar de San Juan, Espafia). Se empleò 
oxigeno agroalimentario, suministrado por Abelléò Linde S.A. En todas las experiencias y en 
cada toma de muestra se midié la cantidad de oxigeno disuelto mediante un oximetro CRISON 
OXI 45 P (HACH LANGE, S.L.U., Espafia). 


2.2 Compuestos volatiles. 
2.2.1 Extraccién por absorcién en barra agitadora. 


Los compuestos volàtiles se determinaron mediante la técnica de extraccién por 
absorcién en barra agitadora en espacio de cabeza, desorciòn térmica y cromatografia gaseosa 
con detector de espectrometria de masas (HSSE-TD-GC-MS). El método de extracciòn 
empleado para el caso de volàtiles cedidos por la madera (whisky lactona, vainillina, 4- 
etilguaiacol, furfural, 5-metilfurfural, butirolactona, furfurilalcohol, eugenol, guaiacol, y Maltol) 
contemplò: barra agitadora de PDMS (20 mm de longitud y 0.5 mm de anchura; Gerstel 
(Mùlheim a/d Ruhr, Germany)); 5 mL de muestra con 100 pl de una disolucién de 4-metil-2- 
pentanol (2.516 g/l en solucién hidroalcohélica al 15 % v/v); NaCl hasta saturaciòn; y agitaciòn 
a 2000 rpm durante 120 minutos a temperatura ambiente. Tras la extraccién, se Ilevò a cabo 
la desorciòn térmica. Para el caso del resto de constituyentes volàtiles se empleò el método 
descrito con anterioridad por los autores (6). 


2.2.2. Andlisis por cromatografia de gases con detector de masas. 


La desorciòn térmica y el posterior andlisis, de todos los constituyentes volàtiles, por 
cromatografia de gases con detector de masas se Ilevé a cabo bajo las condiciones detalladas 
por los autores (6). La identificacién de los picos se Ilev6 a cabo usando la librerfa Wiley (Wiley 
Registry of Mass Spectral Data, 7th Edition, 2000), por analogia con los espectros de masas y 
confirmados por comparacién con los tiempos de retencién de patrones comerciales. Los 
datos cuantitativos de los compuestos identificados se obtuvieron midiendo el àrea relativa del 
ion molecular de cada compuesto, en relacién a la del 4-metil-2-pentanol, el patrén interno. 


2.3 Anglisis del color. 


Se registrò el espectro UV-vis de las diferentes muestras, cada 10 nm, en el intervalo 
de 380-770 nm, empleando un espectrofotémetro JASCO V-530 UV/VIS para posterior calculo 
de los paràmetros CIELab. Como iluminante se utilizé el D65 con un angulo de observaciòn de 
109. 


2.4 Estudios estadisticos. 

Los datos analiticos han sido sometidos a andlisis de la varianza (ANOVA) considerando 
como factores independientes tiempo de permanencia en bota y dosis de oxigeno 
suministrada. Como técnica multivariante, a fin de observar posibles similitudes entre las 
distintas muestras, se ha empleado el andlisis de clusters (método de Ward; distancia euclidea 
al cuadrado). Para ello se ha empleado el paquete estadîistico Statgraphics Centurion, versiòn 
15.0 (Statpoint Inc., VA, USA). 
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3. Resultados 


EI estudio de la varianza Ilevado a cabo sobre el contenido en compuestos volàtiles 
cedidos por la madera puso de relieve que eran pocos los compuestos que mostraban verse 
afectados significativamente por estos dos factores (p<0,05). La variable dosis de oxigeno 
mostrò influencia significativa sobre whisky lactona y etilguaiacol, con valores més altos para 
dosis més altas. La variable tiempo, sin embargo, se mostré significativa sobre un mayor 
numero de compuestos: vanillina, furfural, butirolactona, furfuril alcohol y eugenol. Varios de 
estos compuestos incrementan su presencia en los vinos hasta el dia 35, para descender 
posteriormente (datos no mostrados). 


EI andlisis de clusters al que se sometieron estos datos puso de relieve que las 
muestras no mostraban claros agrupamientos en funcién de tiempo o dosis de oxigeno, 
dejando ver nuevamente que ambos factores no habian sido decisivos en las cantidades 
encontradas para los compuestos considerados. Si bien, son las muestras correspondientes a 
35 dfas de envejecimiento las que demuestran una mayor diferenciacién respecto al resto de 
muestras, hecho éste que ya fue adelantado por el ANOVA (datos no mostrados). 
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Figura 7: Analisis de clusters. Compuestos volatiles propios del vinagre de partida. 


Ante los pocos cambios significativos sobre la fraccién volàtil estudiada, constituida 
por compuestos caracteristicos por la cesiébn de la madera, se decidié ampliar el estudio al 
resto de constituyentes volàtiles. En este caso, las muestras analizadas han sido, las iniciales, 
tras 21 dias y tras 42 dias de permanencia en bota. Los datos fueron sometidos a un nuevo 
analisis de clusters (Figura 1). Como se puede observar en el dendograma obtenido, son tres 
los clusters obtenidos: uno correspondiente a las muestras iniciales sin microoxigenaciòn 
(inicial, B1.21 dias); otro correspondiente a muestras sometidas a 40 mL/Lmes de oxigeno tras 
21 y 42 dias (B2.21 dias, B2.42 dias, B3.21 dias, B3.42 dias) junto a muestras sometidas a 
mayor dosis de oxigeno (70 mL/Lmes) pero tras solo 21 dias, (B4.21 dias y B5.21 dias); y un 
tercer grupo correspondiente a las muestras sometidas a mayor dosis de oxigeno y tiempo de 
permanencia en bota (B4. 42 dias y B5. 42 dias). Es de destacar que las muestras sometidas a 
menor dosis de oxigeno (B1, B2 y B3) y més tiempo de permanencia en bota (42 dias) 
muestran mayor similitud con aquellas sometidas a mayor dosis de oxigeno (B4 y B5) y 
permanencia en bota intermedia (21 dias). 
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En cuanto a color, el ANOVA ha permitido detectar diferenciar en los paràmetros 
cromàticos a partir de 21 dias de envejecimiento en madera. Para tiempos superiores a 21 
dias, los vinos tienen menos luminosidad, con valores més altos de a* (més rojo) y de b* (màs 
amarillo). Estos resultados fueron corroborados en el posterior analisis de clusters, en el que 
se obtuvo un claro agrupamiento en funcién del tiempo de permanencia en madera, 
observandose dos claros clusters, uno correspondientes a muestras de menos de 28 dias de 
permanencia en bota y otro con muestras de 28, 35 y 42 dias de permanencia en bota. 


4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos han puesto de relieve pocos cambios en compuestos 
volàtiles propios de la madera de roble, si bien si se han detectado cambios significativos en 
aquellos constituyentes volàtiles ya presentes en el vinagre de partida, posiblemente fruto de 
una mayor influencia del aporte adicional de oxigeno. En el caso del color, si se observan 
mayores diferencias entre las muestras estudiadas, si bien estas parecen obedecer a tiempo de 
permanencia en bota. 
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RESUMEN: 


En los ùltimos afios se han desarrollado una serie de técnicas alternativas que permiten 
desarrollar procesos de envejecimiento de una forma màs eficiente y controlada. Sin 
embargo, ninguna de estas alternativas ha conseguido por sî sola reducir apreciablemente 
los tiempos necesarios para alcanzar las caracteristicas organolépticas debidas a una larga 
crianza tradicional. En este articulo se exponen el disefio de una planta piloto para el 
envejecimiento acelerado de vino. Se realizaron distintos ensayos con vinos olorosos 
j6venes (sobretablas) para optimizar el proceso. Los resultados confirman que se trata de 
un procedimiento efectivo para envejecer en cortos perfodos vinos de crianza oxidativa 


Palabras clave: Envejecimiento acelerado, ultrasonidos, microoxigenaciòn, planta piloto 


1. Introducciòn 


Desde la Antigùedad, los vinos han sido envejecidos, si bien el comienzo de este 
procedimiento fue màs una consecuencia que un objetivo. Cuando el vino era transportado 
desde las regiones productoras hasta los centros de consumo pasaban largos periodos 
confinados en los barriles que los contenian, cambiando durante el proceso sus caracteristicas 
organolépticas. Este hecho permitié que durante la Edad Antigua se apreciaran los vinos 
envejecidos sobre los jévenes. Sin embargo no fue hasta la Época de los Descubrimientos que 
el afiejamiento volviò a hacerse imprescindible dado los largos viajes que se hacian entre las 
tierras descubiertas y el Viejo Continente. Ademés, el aumento de consumo en el Norte de 
Europa de vinos viejos como jereces y oportos, favoreciò todavia més la inclusiòn de la etapa 
de crianza como necesaria en el proceso global de elaboracién de vinos. Consecuentemente 
los consumidores han interiorizado las caracteristicas de los vinos envejecidos como sinénimas 
de calidad, afiadiendo un valor suplementario al producto final. 


Desde que los fenémenos relacionados con el envejecimiento han sido estudiados y 
comprendidos se ha intentado reproducirlos de forma més eficiente. El mayor avance en este 
sentido ha sido la microoxigenacién [1], existente desde mediados de los afios 80. Sin 
embargo, ésta no es capaz de acortar de forma sensible por si sola los tiempos de 
envejecimiento. 


336 


En este articulo se expone el disefio y la operacién de un sistema de envejecimiento 
acelerado a escala planta piloto con el que se han realizado diversos ensayos a fin de optimizar 
su funcionamiento aplicado a la elaboracién de vinos olorosos de Jerez. 


2. Material y métodos 


Los vinos usados han sido olorosos con menos de 1 afio de crianza, suministrados por 
Gonzalez Byass S.A. (Jerez de la Frontera, Càdiz Espafia), Bodegas Luis Caballero S.A. (El Puerto 
de Santa Marîa, Cadiz, Espafia) y Bodegas Barbadillo S.L. (Sanlùcar de Barrameda, Céadiz, 
Espafia). 


La madera necesaria se ha usado en forma de virutas de roble espafiol, francés y 
americano, con tamafio medio (12 x 6,5 x 1,5 mm)y tostado medio segun el fabricante. 


La planta piloto se compone de un sistema de generacién de ultrasonidos, con 8 
salidas de 1 kW de potencia sénica cada una (sonotrodos), controlado mediante un autémata 
(PLC) (Ultrasonidos Lover, Massalfassar, Valencia, Espahia), un sistema de inyeccién de oxigeno 
de 4 electrovàlvulas abierta/cerrada, controladas por el mismo PLC que los ultrasonidos (Al Air 
Liquide Espafia, S.A., Madrid, Espafia) y 7 depòsitos de acero inoxidable AISI 316 con un 
diametro de 21 cm y una altura de 2 m, y una capacidad efectiva tras introducir el sonotrodo 
de 50 L. La madera se coloca segun la cantidad en bolsas de gasa de algodén lastradas a fin de 
que no floten y se distribuyan a lo largo de la altura del depòsito. 


EI color de las muestras se caracterizé mediante un espectrofotémetro Helios UV-VIS 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EEUU), midiendo el espectro entre 
380 y 750 nm. El indice de polifenoles totales (IPT) segun el método de Folin-Ciocalteu[2] se 
determiné usando el mismo espectrofotémetro, y como reactivos se emplearon reactivo de 
Folin y carbonato sédico (Panreac Quimica S.L.U., Castellar del Vallès, Barcelona, Espafia). Se 
cuantificaron polifenoles individuales mediante UPLC-PDA [3], con agua MilliQ (Merck 
Millipore, Billerica, Massachusetts, EEUU), acetonitrilo y acido acético (Panreac Quimica S.L.U., 
Castellar del Vallès, Barcelona, Espafia) como componentes en las fases méviles. Los àcidos 
orgànicos de cadena corta se midieron mediante HPLC-Conductimetria [4] usando agua MilliQ 
v acido trifluroacético (TFA), acido etilendiaminotetraacético (AEDT) y 2,2-Bis(hidroximetil)- 
2,2',2"-nitrilotrietanol (BIS-TRIS) (Sigma-Aldrich Quimica, S.L., Tres Cantos, Madrid, Espafia). 
Las muestras también fueron evaluadas por un panel de cata semientrenado (UNE 87 024-1) 
en una sala de cata normalizada (UNE-EN ISO 8589), donde se minimiza la influencia de 
estimulos externos en los juicios emitidos. La T2 de la sala se fijé en 22 2C. Se aplicò para ello 
una prueba descriptiva, consensuàndose previamente los descriptores analizados. 


3. Resultados 


Se realizaron tres experimentos distintos a fin de comprobar el funcionamiento del 
sistema y poder optimizar las condiciones de inyeccién de oxigeno y aplicacién de ultrasonidos. 


EI primer ensayo se usò para caracterizar el propio sistema de ultrasonidos. Para ello 


los tres olorosos fueron envejecidos sin adicién de oxigeno. Las condiciones de operaciòn 
fueron: 50 L de vino oloroso, sometido a una potencia de ultrasonidos de 1kW durante un 


387 


minuto seguido de 4 minutos de pausa, durante un mes con muestreos semanales. La madera 
utilizada fueron 10 g/L de virutas nuevas de roble americano. Bajo estas condiciones los tres 
vinos ensayados aumentaron sensiblemente su carga fenélica. El UPLC confirmé como hechos 
màs destacado el aumento de àcido gdlico, el aumento de acido vainillico y la disminucién de 
vainillina (similar al envejecimiento tradicional) y la rapida extraccién de aldehidos aromaticos 
(siringaldehido, coniferilaldehido y sinapaldehido). Los àcidos organicos de cadena corta 
(tartàrico, malico, succinico, làctico y acético) aumentan ligeramente respecto las muestras 
iniciales. En cuanto al color, el parametro L* disminuyò, y a* y b* aumentaron, como cabria 
esperar en un vino envejecido [5]. Por ultimo en cuanto al andlisis sensorial, las muestras 
preferidas por el panel de cata fueron las de 2 semanas de tiempo de envejecimiento, frente a 
las envejecidas durante 3 y 4 semanas, debido a la aparicibn de un aroma descrito como 
“herbàceo, madera verde” y catalogado como defecto. 


Con el segundo ensayo se puso a punto la unidad de oxigenaciòn, una vez que se 
consiguiò configurar el PLC segùn nuestros requerimientos para que la inyeccién de oxigeno se 
pudiera realizar en dos intervalos y controlar el tiempo de separacibn entre la inyecciéòn de 
oxigeno y la aplicacién de ultrasonidos. Tras los resultados anteriores se decidiò reducir el 
tiempo de aplicacién de ultrasonidos, quedando el ciclo de operaciòén de la siguiente forma: 1 
min ultrasonidos, 5 min pausa, 1 min de oxigenaciòn, 30 min de pausa, 1 min de oxigenaciòn, 
30 min de pausa. Ademés, en este ensayo se quiso probar el efecto de la cantidad de virutas 
empleada y su tratamiento previo. Para ello se usaron 3 depésitos de 50 L Ilenos del mismo 
vino oloroso, a los que se les afiadiò respectivamente 10 g/L de chips nuevos (dosis empleada 
en el ensayo anterior), 5 g/L de chips nuevos (media dosis) y 10 g/L de chips provenientes del 
ensayo anterior (usados), de roble americano en todos los casos. De forma general se observa 
un incremento leve en el IPT de los tres tipos de muestras, siendo mayor para la viruta nueva 
10 g/L, seguido por la viruta usada 10 g/L y la viruta nueva 5 g/L. Sin embargo al comparar los 
polifenoles mediante UPLC se comprueba que la viruta usada es la que menos cede en 
comparaciòn con las otras dos, siendo ademés su evolucién a lo largo del proceso distinta. Los 
àcidos orgànicos apenas varian durante el proceso. El color también permaneciò constante si 
bien la coordenada a* tendié a reducir ligeramente su valor. El andlisis sensorial determinò la 
preferencia de los jueces por las muestras con viruta usada frente a las otras dos, ya que ésta 
poseia un nivel de defecto (aroma herbéàceo, madera verde) significativamente inferior y un 
nivel del caràcter denominado “maderizado” evaluado como débil frente al medio-intenso que 
poseian los ensayos con viruta nueva. Todas estas caracteristicas positivas de la muestra con 
viruta usada se mantienen durante las dos primeras semanas de envejecimiento, ya que en la 
tercera, aun siendo débil comienza a notarse el defecto antes mencionado y a incrementarse 
el valor del descriptor “maderizado”. A partir de estos resultados se planteé usar un método 
de envinado acelerado para virutas y usarlas posteriormente [6]. 


La tercera prueba, que se realiz6 simultaneamente con la segunda, sirviò para ensayar 
chips de roble espafiol y roble francés. Las condiciones de aplicacién de oxigeno y ultrasonidos 
fueron las mismas que en el experimento anterior. Se usaron dos vinos olorosos distintos a los 
que se les afiadié 10 g/L de viruta nueva, de ambos robles respectivamente. Dada la 
preferencia de los jueces del panel de cata por las muestras envejecidas durante dos semanas 
se decidié que para este tercer experimento ésa fuera la duracién. En este caso se muestra una 
clara diferencia entre los dos olorosos en su origen. De forma general el roble espafiol genera 
una mayor concentracién de polifenoles al final del proceso respecto al roble francés. Sin 
embargo, en lo relativo a polifenoles individuales, el francés destaca en la cesién de écido 
siringico en el oloroso que menos poseia en el origen. El andlisis de polifenoles individuales, 
muestra que es el tipo de vino, màs que la madera,el que marca la evolucién de dichos 
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compuestos durante el envejecimiento: para el oloroso de Gonzalez Byass, el acido siringico 
crece al final del proceso en ambas maderas mientras que para Luis Caballero decrece, al igual 
que la vainillina. En cambio, coniferilaldehido en el oloroso de Gonzdlez Byass presenta un 
descenso de concentracién al final del proceso, mientras que los de Luis Caballero crecen. En 
cuanto a los àcidos orgànicos, lo més destacable es el descenso en todas las muestras en écido 
succinico. Las muestras se oscurecieron (descenso del parametro L*) màs intensamente con el 
roble espafiol, mientras que los parametros a* y b* de color permanecieron constantes. Por 
ultimo los jueces evaluaron positivamente las muestras, aunque se decantaron por las de roble 
francés, remarcando especialmente el caràcter “especiado”. 


4. Conclusiones 


A la vista de los resultados, puede afirmarse que el método propuesto cumple con el 
fin que se disefié. Los experimentos han demostrado un enriquecimiento de los vinos en 
sustancias polifenélicas y la evolucibn de dichas sustancias hacia valores en los que se 
encuentran en vinos envejecidos de forma tradicional. Los andlisis sensoriales, sin embargo, 
muestran como la excesiva aplicacién de ultrasonidos puede conducir a la aparicién de aromas 
no deseables. El sistema permite la elaboracién de vinos en 2 semanas con marcadas 
caracteristicas de envejecimiento, si bien es necesario optimizar el método para poder ofrecer 
un producto afinado al punto de lo que se espera como vino oloroso. 
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RESUMEN: 


La revolucién que ha supuesto la implantacién de técnicas alternativas al envejecimiento 
tradicional como la microoxigenacién no se ha visto reflejada al mismo nivel en el mundo de 
los destilados. Existen pocas empresas que apliquen una tecnologia alternativa en este 
campo. Dada la cantidad de tiempo, dinero, espacio y personal que requiere la crianza 
tradicional, una alternativa que redujera todas esas necesidades podria ser rentable. El 
objetivo de este articulo es el estudio y aplicacién de una planta piloto para la elaboracién 
de vinos y espirituosos envejecidos de forma acelerada, con la que se han conseguido 
muestras con rasgos de aroma y gusto similares a brandis envejecidos de forma tradicional. 


Palabras clave: Envejecimiento acelerado, ultrasonidos, microoxigenacién, planta piloto, 
destilados, brandis 


1. Introducciòn 


Muchas de las bebidas destiladas màs conocidas en el mundo (whisky, ron, brandy, 
etc.) requieren una etapa de afiejamiento en madera, dado que las caracteristicas 
organolépticas del producto final fundamentalmente se generan durante esta etapa. Ello 
implica la generacién de unos altos costes de produccién, debidos principalmente al tiempo, al 
espacio y la mano de obra implicada, asi como el coste de inmovilizado de los stocks creados. 
Todo lo anterior hace que los espirituosos envejecidos alcancen elevados precios de venta al 
publico, a la vez que paulatinamente los productores reducen el volumen en la etapa de 
envejecimiento. Una segunda consecuencia es la poca o nula disposicién de los productores a 
desarrollar nuevos productos que precisen envejecimiento, dado el riesgo inherente de 
elaborar una cantidad de dicho producto durante el tiempo necesario con los costes asociados 
sin conocer la respuesta que los consumidores le darian a ese nuevo producto. Por estas dos 
razones (econémica y tecnolégica) se han ido proponiendo diversos métodos de 
envejecimiento acelerado, registrado especialmente como patentes, si bien ninguno de ellos 
ha conseguido implantarse exitosamente en la industria de bebidas destiladas. 


EI método propuesto se basa en el aumento de la tasa de extraccibn de compuestos de 


la madera a través de ultrasonidos y su posterior oxidacién controlada, siendo estas las 
reacciones principales que tienen lugar en un envejecimiento tradicional, aunque, 
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evidentemente, a menor ritmo. La principal diferencia de este método es el uso de energia 
mecaànica (ultrasonidos) en lugar de energia electromagnética o térmica, las cuales pueden 
afectar de forma critica a los compuestos arométicos de importancia en las caracteristicas 
finales del producto. Los ultrasonidos actùuan a dos niveles. El primero, favoreciendo la 
transferencia de materia en la interfase sélido-liquido. EI segundo, rompiendo las paredes 
celulares en la madera, lo cual aumenta la cantidad neta de compuestos extrafdos. Por otra 
parte, la saturacién en oxigeno que se consigue acelera la cinética de las reacciones con los 
compuestos extraidos, consiguiendo un envejecimiento efectivo en pocas semanas. 


2. Material y métodos 


Los espirituosos usados han sido holandas y aguardientes vinicos, suministrados por 
Gonzalez Byass S.L.U. (Jerez de la Frontera, Càdiz Espafia) y Bodegas Luis Caballero S.L. (El 
Puerto de Santa Maria, Cadiz, Espahia). La holanda proveniente de la Bodega de Luis Caballero 
poseia un grado alcohélicxo de 652. Los aguardientes procedentes de la Bodega Gonzélez 
Byass presentaban dos origenes distintos: columna y doble destilacién, ademàs de un grado 
alcohélico mayor, 71,49, siendo necesario rebajarlos a 652 para poder realizar los estudios 
planteados. 


La madera necesaria se ha usado en forma de virutas de roble espafiol, francés y 
americano, con tamafio medio (12 x 6,5 x 1,5 mm) y tostado medio segun el fabricante. Las 
virutas fueron envinadas con oloroso sobretabla, siguiendo un procedimiento acelerado [1]. 


La planta piloto se compone de un sistema de generacién de ultrasonidos, con 8 
salidas de 1 kW de potencia sénica cada una (sonotrodos), controlado mediante un autémata 
(PLC) (Ultrasonidos Lover, Massalfassar, Valencia, Espafia), un sistema de inyeccién de oxigeno 
de 4 electrovàlvulas abierta/cerrada, controladas por el mismo PLC que los ultrasonidos (AI Air 
Liquide Espafia, S.A., Madrid, Espafia) y 7 depòsitos de acero inoxidable AISI 316 con un 
diametro de 21 cm y una altura de 2 m, y una capacidad efectiva tras introducir el sonotrodo 
de 50 L. La madera se coloca en bolsas de gasa de algodén lastradas a fin de que no floten y se 
distribuyan a lo largo de la altura del depòsito. 


EI color de las muestras se caracterizé mediante un espectrofotémetro Helios UV-VIS 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EEUU), midiendo el espectro entre 
380 y 750 nm. El indice de polifenoles totales (IPT) segùun el método de Folin-Ciocalteu [2] se 
determinò usando el mismo espectrofotémetro, y como reactivos se emplearon reactivo de 
Folin y carbonato sédico (Panreac Quimica S.L.U., Castellar del Vallès, Barcelona, Espafia). Se 
cuantificaron polifenoles individuales mediante UPLC-PDA [3], con agua MilliQ (Merck 
Millipore, Billerica, Massachusetts, EEUU), acetonitrilo y àcido acético (Panreac Quimica S.L.U., 
Castellar del Vallès, Barcelona, Espafia) como componentes de las fases méviles. Los àcidos 
orgànicos de cadena corta se midieron mediante HPLC-Conductimetria [4] usando agua MilliQ 
v acido trifluroacético (TFA), acido etilendiaminotetraacético (AEDT) y 2,2-Bis(hidroximetil)- 
2,2',2"-nitrilotrietanol (BIS-TRIS) (Sigma-Aldrich Quimica, S.L., Tres Cantos, Madrid, Espafia). 
Las muestras también fueron evaluadas por un panel de cata semientrenado (UNE 87 024-1) 
en una sala de cata normalizada (UNE-EN ISO 8589), donde se minimiza la influencia de 
estimulos externos en los juicios emitidos. La T2 de la sala se fijò en 22 2C. Se aplicò para ello 
una prueba descriptiva, consensuàandose previamente los descriptores a analizar. 
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3. Resultados 


EI primer ensayo consistiò en comprobar el funcionamiento del sistema para el caso 
especifico de destilados. Como punto de partida se tomaron las condiciones de operacién del 
sistema obtenidas en ensayos anteriores pero aplicados a vinos. Éstas fueron: 1 min 
ultrasonidos, 5 min pausa, 1 min de oxigenacién, 30 min de pausa, 1 min de oxigenacién, 30 
min de pausa por cada ciclo de operacién; 1 mes de duracién global para el ensayo, con 
muestreos semanales; dosis de 10 g/L en 50 L de holanda (Caballero) de chips de roble 
americano envinado con dos olorosos distintos, a fin de poder comparar también los efectos 
del envinado. La evolucién del contenido total de polifenoles (IPT) fue similar en ambos casos, 
con la misma tasa de crecimiento, aunque distintos valores finales que pueden achacarse 
exclusivamente a la diferencia en el envinado. AI analizar individualmente los polifenoles 
mediante UPLC se observa que la evolucibn vista para el IPT se confirma para cada uno de 
ellos, es decir, no existen tendencias distintas en la variacibn de un determinado polifenol 
debida al envinado. Llama la atencién la subida en la concentracién en àcido galico, vainillina, 
siringaldehido, coniferilaldehido y sinapaldehido, provenientes principalmente de la madera. 
Furfural y 5-metilfurfural se mantuvieron estables. Se encontraron dos àcidos orgànicos de 
cadena corta, lictico y acético, cuyas concentraciones permanecieron relativamente 
constantes durante el proceso. En cuanto al color, con el tiempo descendieron los paràmetros 
L* vy a* vy aumentò el b*, tal y como cabria esperar en un proceso de envejecimiento, aunque 
en este caso si hubo diferencias significativas en funcién del envinado, sobre todo en el 
parametro a*, en el que uno de los brandis alcanzé un valor negativo al final del proceso 
(predominio de tonos verdes frente a rojos). Las muestras fueron sometidas a andlisis 
sensorial, siendo mejor calificadas por los jueces a partir de la segunda semana de 
envejecimiento, cuando detectaron con claridad notas a “vainilla” y “caramelo, dulce”, 
descriptores que en catas anteriores se relacionaron con brandis envejecidos de calidad. 


Los siguientes ensayos consistieron en aplicar las condiciones antes descritas a 
volùmenes de distintos aguardientes con distintas maderas. A diferencia del primer ensayo, las 
muestras se envejecieron por un tiempo de dos semanas, tras concluir a partir del ensayo 
anterior que era tiempo suficiente para alcanzar una calidad organoléptica aceptable. Para los 
tres tipos de aguardiente ensayados el IPT crecié a lo largo del proceso en todas las muestras. 
Se comprobé que en igualdad de condiciones es el roble espafiol el que méàs cesién de 
compuestos fenélicos genera, seguido del roble francés y por ultimo el roble americano. No 
parece que el origen del destilado haga que surjan diferencias significativas en el contenido 
polifenélico para los mismos periodos de tiempo. El andlisis de polifenoles individuales por 
UPLC vuelve a confirmar la mayor concentracibn en cualquier compuesto debida al roble 
espafiol, seguido nuevamente por el francés y el americano. Los compuestos con una mayor 
concentracién vuelven a ser furfural, el cual parece que se extrae inmediatamente hasta su 
valor màximo, y los aldehidos vainillina, siringaldehido, coniferilaldehido y sinapaldehîido. Los 
Unicos àcidos orgànicos posibles de cuantificar han sido làctico y acético. El efecto observado 
es una pequefia disminuciòn entre el inicio y el final del proceso en todos los casos, sin que 
existan diferencias significativas debidas a la madera usada. El color de los brandis evolucionò 
ligeramente hacia tonos envejecidos. La contribucién de los robles espafiol y francés al color es 
mayor que la del americano, y en el caso especifico del aguardiente de columna ha sido el 
roble francés quien aportò màs matices de color a lo largo del proceso. Por ùltimo, en cuando 
al andlisis sensorial, en primer lugar se confirmé que el tipo de destilado influye en el perfil 
aromatico final de las muestras, percibiéndose diferencias en descriptores no relacionados con 
la composicién aromàtica de partida (caso de la nota a vainilla). Los brandis envejecidos con 
roble francés presentaron significativamente menores valores en los descriptores relacionados 
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con el envejecimiento (vainilla, madera) que el roble americano y el roble espafiol. Se confirma 
ademés que a los 14 dias se alcanzan intensidades media-altas para los descriptores antes 
mencionados. Estos perfiles se correlacionan con calificaciones de “bueno” en la escala 
utilizada para la valoracién global de los brandis. Los brandis de envejecimiento acelerado se 
compararon con los mismos aguardientes envejecidos de forma tradicional en barricas de 16 L 
durante 6 meses. Los brandis de dos semanas de envejecimiento acelerado presentaron una 
mayor intensidad en “vainilla” mientras que los envejecidos tradicionalmente presentaban 
mayores notas de “madera” y “amargor”, lo cual se valorò como un mejor perfil aromatico en 
los de envejecimiento acelerado. La impresién en boca no fue significativamente distinta entre 
ambos grupos de muestras. 


4. Conclusiones 


Con los datos obtenidos podemos afirmar que el sistema puesto a punto envejece los 
aguardientes de una forma efectiva, necesitando con las condiciones descritas un tiempo 
minimo de 2 semanas, muy inferior al tiempo necesario para producir un destilado envejecido 
tradicionalmente. Las impresiones de los jueces del panel de cata confirman el buen desarrollo 
del método, evaluando positivamente la presencia de descriptores de envejecimiento (vainilla, 
madera) en la medida en la que éstos estàn presentes en muestras de referencia. Podria 
afirmarse que la planta piloto aquî descrita està en disposicién de elaborar un destilado 
envejecido con caracteristicas similares a las de un producto tradicional. En nuestro caso, 
tomando como referencia los Brandis de Jerez, el tiempo empleado ha sido 1/12 del 
envejecimiento minimo requerido por la Denominacién Especifica. 
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RESUMEN: 


Con el fin de evaluar la influencia del origen y del tostado de las maderas de castafio, 
Castanea sativa, y robe, Quercus pyrenaica, se Ilevé a cabo un estudio de la fraccién 
fenélica de maderas de ambas especies procedentes de Espafia y Portugal. Los resultados 
mostraron que las maderas de castafio fueron las que presentaron mayor contenido en 
compuestos fenélicos, especialmente aquellas maderas procedentes de Portugal 
caracterizandose por su alto contenido en vescalagina, àcido galico, écido vainillinico y 
siringladehido principalmente. Ademés, el andlisis de compuestos fenélicos después del 
proceso de tostado evidencié una mayor degradaciòn térmica en la madera de roble Q. 
pirenaica que en la del castafio. Por lo que se concluye que la madera de castafio posee 
mejores cualidades intrinsecas para soportar los procesos de tostado aplicados en toneleria. 


Palabras clave: Madera, Quercus pyrenaica, Castanea sativa, composicibn fenélica, origen 
geogràfico, tostado. 


1. Introducciòn 


Las maderas de roble utilizadas en toneleria para Ilevar a cabo los procesos de 
envejecimiento del vino son especialmente ricas en elagitaninos y compuestos fendlicos de 
bajo peso molecular. Las especies de maderas de roble màs comunmente utilizadas para estos 
fines han sido tradicionalmente Quercus alba, Q. Petraea y Q. Robur [1]. El efecto que tanto el 
origen geogràfico como el tratamiento térmico poseen en la composicién quimica de estas 
especies de madera ha sido ampliamente estudiado [1]. 


Sin embargo la intensiva explotacién de estas especies de maderas junto con la 
incesante bùsqueda de nuevos “bouquets” en los ùltimos afios, han provocado la necesidad de 
buscar nueves especies de madera alternativas a las tradicionalmente utilizadas. 


Estudios recientes han demostrado el potencial, desde el punto de vista aromàtico, de 
la madera de castafio asî como de la madera de roble Q. Pyrenaica [2, 3], siendo esta ultima 
especie autéctona de la Peninsula Ibérica. Sin embargo, el efecto que determinados factores 
como el origen, y el grado de tostado pueden tener en la composicién fenélica de estas 
maderas no ha sido completamente estudiado. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue el 
de Ilevar a cabo un estudio de la composicién fenélica de estas especies procedentes de los 
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dos paises que conforman la Peninsula Ibérica, Espafia y Portugal, con el fin de evaluar la 
influencia geogràfica, asî como el efecto del tostado en el perfil fenélico de las muestras. 


2. Material y métodos 
Muestras de maderas. 


El set de muestras estaba compuesto por 18 muestras de madera de ambas especies 
(n= 110. Pyrenaica y n = 7 C. Sativa). Las muestras espafiolas fueran facilitadas por el 
Departamento Agroforestal de la Universidad de Santiago de Compostela en Lugo (Espafia), 
mientras que las muestra portuguesas fueron proporcionadas por la toneleria J.M. Gongalves 
Lda, Palagoulo (Portugal). Para evaluar el efecto del tostado parte de las muestras recibieron 
un tostado medio a 160-170 2C durante unos 30 minutos. Posteriormente las muestras fueron 
molidas con un molinillo con el fin de obtener un serrin de tamafio de particula lo méàs 
homogéneo posible. 


Extracciòn de la fracciòn fenélica. 


500 miligramos de serrin fueron extraidos con 10 mL de una mezcla agua/acetona (3:7 
v/v) a temperatura ambiente en constante agitacién durante 180 minutos. Alicuotas de 2 mL 
fueron filtradas a través de filtros con un diametro de poro de 0.45 um [5]. Posteriormente, el 
filtrado fue concentrado bajo corriente de nitrégeno para eliminar la acetona. La resultante 
fase acuosa fue fraccionada mediante una extraccién liquido-liquido con 2 mL de acetato de 
etilo y 2 mL de dietil éter. Después de la separacién de ambas fases por congelaciòn, la fase 
organica fue evaporada mediante un rotaevaporador y el residuo se redisolviò en 1 mL de 
etanol, de los cuales 20 uL fueron inyectados en el HPLC para la determinacién de los 
compuestos fenélicos de bajo peso molecular. Mientras que, por otro lado, la fase acuosa fue 
ajustada a 3 mL con agua bi-destilada y de los cuales 20 uL fueron inyectados en el HPLC para 
la determinaciòn de los elagitaninos [5]. 


HPLC analysis 


EI analisis de los elagitaninos fue Ilevado a cabo mediante un 500B HPLC con detector 
de diodos array. Se utilizé una columna C;g en fase reversa de dimensiones de 250 x 4 mm y 
tamafio de particula de 5 um. El método cromatogràfico utilizado fue aquel propuesto por 
Fernandez de Simén y col. [5]. Debido a que estos compuestos no se encuentran 
comercialmente disponibles, la identificacibn de los elagitaninos fue Ilevada a cabo en base a 
su espectro ultravioleta, tiempo de retencién, orden de elucién y perfil chromatogràfico 
descritos en bibliografia [5, 6]. Los resultados fueron expresados en mg g? equivalentes de 
acido elàgico. 


EI anlisis de los compuestos fenélicos de bajo peso molecular fue Ilevado a cabo en el 
mismo equipo siguiendo el método propuesto por Fernandez de Simén y col. [6]. La 
identificacibn de los picos se realizé por comparacién de los espectros y tiempos de retenciòn 
de los patrones, mientras que la cuantificaciòn se Ilevò a cabo mediante el empleo de curvas 
de calibrado. Los resultados se expresaron en mg g* de madera. 


Andlisis estadistico 
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A los datos analiticos obtenidos se les aplicé un andlisis de la varianza y el test de 
Student-Newman-Keuls. Con el fin de clasificar las muestras en funcién de su origen se realizé 
un anglisis de componentes principales. Todo ello gracias al programa estadiîstico SPSS 17.0. 


3. Resultados 


EI test de Student-Newman-Keuls revelò diferencias significativas desde el punto de 
vista cuantitativo entre los 11 elagitaninos detectados en las muestras de ambos especies. 
Mayores contenidos de roburina B, C, grandinina, roburina D y el elagitanino | fueron 
detectadas en la muestras pertenecientes a la especie Q. Pyrenaica. La castalagina fue el 
principal elagitanino encontrado en las muestras de madera de roble, mientras que la 
vescalagina fue mayoritario en las muestras de castafio. De hecho, las muestras de ambas 
especies se diferenciaron por su ratio en vescalagina/castalagina que fue de 2.03 y 3.36 para 
muestras espafiolas y portuguesas de castafio respectivamente, mientras para el roble el ratio 
calculado fue de 0.58 y 0.82 para las muestras espafiolas y portuguesas respectivamente. 
Respecto a la diferenciacién en base al origen geografico de las muestras, se observé que para 
ambas especies, las muestras procedentes de Portugal posefan mayor contenido en 
vescalagina, aunque este hecho fue menos pronunciado en el caso de las maderas Q. 
Pyrenaica. El andlisis de componentes principales permitié la discriminacién de los cuatro 
grupos de maderas analizadas en base a los comentarios anteriormente descritos con un 83 % 
de la varianza total explicada. 


Respecto a los compuestos fenélicos de bajo peso molecular, el andlisis de 
componentes principales de los datos analiticos revelo una diferenciacién entre las muestras 
de castafio y de roble en base al contenido de àcido vainillinico, àcido gdlico, acido caféico, 
siringaldehido y acido siringico. Por otro lado, las muestras espafiolas de castafio presentaron 
mayor contenido en vainallaldehido y àcido ferùlico mientras que las muestras portuguesas se 
caracterizaron por un mayor contenido en àcido galico. Estas diferencias permitieron Ilevar a 
cabo una separacibn entre muestras de castafio de diferentes origenes geogréàficos. Sin 
embargo, en el caso de las muestras Q. Pyrenaica, aunque algunas diferencias fueron 
observadas en la composicién de los fenoles de bajo peso molecular, éstas no fueron 
suficientemente significativas como para poder Ilevar a cabo una diferenciacién a nivel de 
origen geogràfico. 


En cuanto al efecto del tostado en la composicién fenélica de las muestras, éste causò 
notables degradaciones térmicas. Los elagitaninos experimentaron una degradacién térmica 
de un 63.8 % en el caso del castafio mientras que esta degradacién fue considerablemente 
mayor en el caso de la muestras de roble (75.5 %). De entre todos los elagitaninos la 
vescalagina resulté ser la màs propensa a la degradacién térmica por el proceso de tostado 
(78.8 % y 89.5 % para las muestras de castafio y roble respectivamente). 


Respecto a los compuestos de bajo peso molecular, el proceso de tostado también 
provocò la degradacibén térmica de pràcticamente casi todos ellos a excepcién de algunos 
àacidos y aldehidos fenélicos como son el fcido elàgico, siringaldehido, vainillaldehido, 
coniferaldehido y sinapaldehido, los cuales aumentaron considerablemente sobre todo en la 
muestras de castafio. Sin embargo, para el resto de compuestos, se observò una degradaciòn 
términca mayor en las muestras de la especie Q. pyirenaica en comparacién con las muestras 
de castafio. 
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4. Conclusiones 

En base a los resultados obtenidos puede concluirse que tanto la madera de castafio 
como la de la especie Q. pyrenaica son especialmente ricas en compuestos fenélicos por lo que 
son una importante alternativa a la maderas tradicionalmente utilizadas en toneleria para 
Ilevar a cabo los procesos de envejecimiento en vinos. Ademés, se ha puesto de manifiesto una 
importante diferenciaciòbn a nivel de especie, siendo el castafio una madera màs ricas en 
compuestos fenélicos que la madera de roble de la especie Q. pyrenaica. Ademàs de esta 
diferenciacién, en el caso de las muestras de castafio, también fue posible Ilevar a cabo una 
diferenciacién a nivel de origen geografico siendo las muestras portuguesas las que mayor 
contenido en compuestos fenélicos presentaron. Sin embargo, la diferenciaciébn geogràfica no 
fue tan notable para la muestras de Q. pyrenaica. 


EI estudio de la composicién quimica antes y después del tostado puso de manifiesto 
que los compuestos fenélicos de la madera de castafio sufrieron una menor degradacién 
térmica, de lo que se deduce una mayor aptitud para soportar los procesos de tostado Ilevados 
en toneleria. 
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RESUMEN: 


El presente estudio tuvo como objetivo estudiar la evolucién de la composicién no volatil de 
16 vinos tintos tras un envejecimiento acelerado de 6 meses con 5 dosis de oxfgeno. Los 
resultados muestran que existe un patrén general de evolucién que implica un aumento de 
la tonalidad, de las proantocianidinas precipitables con proteina, pigmentos poliméricos, asî 
como una disminucibn en la concentracibn de àcido tartàrico, acetaldehido, de los 
polifenoles de bajo peso molecular, del grado medio de polimerizacién de los taninos asî 
como una drastica disminucién de sulfuroso. Las desviaciones encontradas de este 
comportamiento se han encontrado relacionadas con el contenido inicial de polifenoles 
totales, siendo los vinos de menor IPT y mayor pH los méàs afectados. En general el oxigeno 
parece acentuar los cambios observados durante el envejecimiento. 

Palabras clave: vino, oxigeno, enveiecimiento, botella, composicién no-volatil 


1. Introducciòn 


El vino es una bebida enormemente compleja tanto en su composicién como en las 
respuestas sensoriales que produce. En general, es posible actuar y controlar casi todas las 
operaciones del proceso de elaboracién, sin embargo, el envejecimiento en botella hoy en dia 
resulta dificil de controlar y predecir. El enélogo no cuenta con herramientas objetivas que le 
permitan predecir la evolucién de los vinos embotellados y la mayor parte de las decisiones 
con respecto a éste estàn basadas en la tradicién y experiencia. La evolucién del vino durante 
esta fase depende de diferentes condiciones como son el tiempo de envejecimiento, 
temperatura, humedad, exposicién del vino al oxigeno, asi como factores intrinsecos al propio 
vino como la concentracién de polifenoles. En esta linea, la gestién del oxigeno durante el 
envejecimiento en botella se considera un factor clave que influye en el desarrollo de las 
propiedades quimicas y sensoriales del vino. La disolucién de oxigeno en un vino embotellado 
es generalmente muy baja y puede variar mucho dependiendo del tipo de cierre utilizado. En 
la bibliografia existen trabajos donde se ha evaluado la influencia de diferentes OTRs (tasa de 
transferencia de oxigeno) sobre la composicién quimica [1, 2]. Sin embargo, todos estos 
estudios se han Ilevado a cabo con un limitado numero de vinos y bastante homogéneos. 
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2. Material y métodos 

Vinos y dosificaciòn de oxigeno. El estudio se Ilevò a cabo con 16 vinos tintos espafioles de 
6 denominaciones de origen diferentes, distintas variedades, procesos de elaboracién y 
diferentes tipos de envejecimiento. De cada tipo de vino se Ilenaron 5 botellas de 1150 mL de 
color ambar, a las cuales se les dosificaron cinco dosis de oxigeno diferentes (entre 0-30 mg L*) 
imitando situaciones reales y extremas en el embotellado. Estas muestras fueron almacenadas 
durante 6 meses a 25 °C. 


Analisis de la matriz no volatil antes y después del envejecimiento. El andlisis de los 
paràmetros enolégicos convencionales se realizé mediante espectrometria de infrarrojos con 
transformada de Fourier (IRFT). El anélisis de los polifenoles de bajo peso molecular se realizò 
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién. La estimacién del contenido total de 
proantocianidinas (TPAs) se realizé mediante el indice de la vainillina, las proantocianidinas 
precipitables con proteina (PPAs) mediante la precipitacién con ovoalbumina, el grado medio 
de polimerizacibn (mDP) por la reaccién de tidlisis y la concentracibn de pigmentos 
poliméricos, tanto los de alto (LPP) como bajo peso molecular (SPP), todo ello mediante la 
metodologia Ilevada a cabo por Gonzalo-Diago y col. [3]. 


3. Resultados 

Caracterizacién de los vinos antes del envejecimiento. La gran diversidad de origenes, 
afiadas, variedades y elaboraciones de los vinos permitieron tener una muestra muy 
heterogénea y con grandes diferencias en su composicién. Con el objetivo de evaluar la 
similitud entre las 16 muestras de estudio, se realizé un andlisis de componentes principales 
(PCA) seguido de un analisis cluster (HCA) con los paràmetros analizados. La particibn més 
natural reteniendo la mayor informacién dio lugar a 4 grupos como se muestra en la Figura 1. 
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Figura 1. Diagrama de drbol y clusteres obtenidos a partir del andlisis clister (HCA). Los centroides de cada 
cluster estàn marcados en negrita. 


EI clùster 1 se caracterizò por tener un mayor mDP, bajo indice de polifenoles totales 
(IPT), baja intensidad de color (IC), baja concentracién de acetaldehido, baja concentracién de 
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SPP y baja concentracién de flavonoles. Ademés, los vinos de este cluster presentaron un 
grado alcohélico y una concentracién de flavanoles por debajo de la media y presentaron 
concentraciones superiores de acido làctico y de àcido tartàrico. 

EI cluster 2 se caracterizò por una alta concentracién de àcido làctico, alto pH y por 
una baja concentracién de PPAs y glicerol. Ademéàs presentaron una baja concentracién de 
azùcares reductores (AR). 

EI cluster 3, formado por los dos vinos més viejos, se caracteriza por una alta 
concentracién de SPP, PPAs y glicerol, un alto IPT y por un bajo mDP. Ademés, son los vinos 
que presentan mayor grado alcohélico, mayor concentracién de AR, IC, concentracibn de 
flavanoles y de acetaldehido. Contrariamente son los vinos que menor concentracién de àcido 
làctico y tartàrico presentan. 

Finalmente, el cluster 4 resultò caracterizado por una alta concentracién de flavonoles 
y SPP, por una baja tonalidad (T) y una baja concentracién de àcido làctico. Ademàs, presentan 
un elevado grado alcohélico, una alta concentracién de flavanoles, acido tartàrico e IC. 


Efecto del envejecimiento en la composicién no volàtil. El efecto del envejecimiento se 
evaluò mediante la comparacién de la evolucién quimica de los 16 vinos tras los 6 meses con 
las distintas dosis de oxigeno. Las consecuencias del envejecimiento, analizando todas las 
muestras en conjunto, se tradujeron en un aumento significativo de la T, de las PPAs, de la 
concentracién de LPP, asi como un descenso en el mDP, anhidrido sulfuroso libre y combinado, 
acido tartàrico, acetaldehido y de todos los polifenoles de bajo peso molecular analizados. Sin 
embargo, se observaron evoluciones diferentes en funcién de las caracteristicas iniciales de los 
vinos. 
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Figura 2. Proyecciòn de las muestras de cada cluster, 1 (a), 2 (b), 3 (c) y 4 (d) obtenido del PCA. Los vinos antes del 
envejecimiento aparecen subrayados, el resto de muestras corresponde con los mismos vinos después del 
envejecimiento en botella embotellados con 5 dosis de oxigeno. 


Los vinos del cluster 1 (vinos con menor IPT), a parte de los cambios observados de 
manera comun para todos los vinos sufren un aumento en la concentracién de glicerol, de SPP 
y un descenso en el indice de etanol. Ademéàs son los vinos que presentan una mayor 
disminucién en el mDP y un menor descenso en la concentracién de acetaldehido. 

Los vinos del cluster 2 (vinos con mayor pH del ensayo) ademéas sufren una 
disminucién en el IPT, en la concentracién de àcidos y derivados y son los vinos que presentan 
una mayor disminuciòn de la concentraciòn de àcidos hidroxicinàamicos. 

Los vinos del cluster 3 (vinos de la afiada més vieja) ademàs experimentan una 
disminucién en los SPP, un aumento en la concentracién de àcido fumérico y no sufren un 
aumento de la T durante el envejecimiento. Ademés es el cluster donde se produce la mayor 
disminucién de la concentraciòn de acetaldehido y flavanoles y es el ùnico donde no existe una 
disminucién significativa de la concentraciòn de flavonoles. 

Finalmente, los vinos del cluster 4 (la mayorfa vinos jévenes con alto IPT), también 
presentan la mayor pérdida de flavonoles y àcido tartàrico y el mayor aumento del indice de 
etanol. Por otro lado, junto al clùster 3 (ambos con mayor IPT) son los Unicos clusters donde 
aumenta la concentracién de LPP, sin embargo, en el cluster 3 no existe una disminucién de los 
SPP. 

La segunda consecuencia del ensayo es que el efecto que ejerce el oxigeno frente al 
que ejerce el tiempo durante el envejecimiento resulta residual, ya que los desplazamientos 
observados (Figura 2)en los planos obtenidos del PCA (Figura 2) son menos acusados entre las 
distintas dosis de oxigeno (xx_xx_0, xx_xx_1,...xX_xX_4) que respecto al vino original y la dosis 
O (xx _xx frente xx_xx_0). El oxigeno, cuando tiene efecto, siempre acentùa los procesos 
observados en el envejecimiento (mayor desplazamiento en los planos, Figura 2). Es 
destacable que los vinos méàs afectados por el oxigeno en cada cluster corresponden con los 
vinos con menor IPT y/o mayor pH. 


4. Conclusiones 

De manera general, el envejecimiento ha provocado un aumento de la T, de la PPAs, 
de la concentraciébn de LPP y una disminucién en la concentracién de àcido tartàrico, de 
acetaldehido, del mDP, en la concentracién de todas las familias de polifenoles de bajo peso 
molecular y una drastica disminucién/desaparicién de la concentracién de anhidrido sulfuroso. 
Sin embargo, se han encontrado comportamientos diferentes en funcién de la concentracién 
inicial de polifenoles totales, del pH y de la aftada de los vinos. 

EI efecto de la presencia de diferentes dosis de oxigeno suministradas en el momento 
del embotellado es bastante limitado y los vinos con menor IPT y de mayor pH resultan ser los 
màs influenciados. El oxigeno en general, parece acentuar los cambios observados durante el 
envejecimiento. 
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RESUMEN: 


En este trabajo se estudiòé el perfil aromético de vinos blancos elaborados con variedades 
minoritarias de la D.O.Ca. Rioja (Tempranillo blanco, Maturana blanca y Turruntés) en 
comparacién con otras tradicionales de la zona (Viura, Garnacha blanca y Malvasia riojana). 
Se observaron importantes diferencias varietales en la concentracién de compuestos con 
gran incidencia organoléptica. Tempranillo blanco destacé por una concentracién elevada de 
acetato de isoamilo, butirato de etilo y diacetilo. Maturana blanca presenté un alto 
contenido en acetato de isoamilo y Turruntés alcanzé la concentracién màs elevada de 
alcoholes superiores y de 2-feniletanol. El andlisis discriminante permitiò la separaciòn de los 
vinos varietales, y mostrò similitudes entre algunas variedades segun la funcién considerada. 


Palabras clave: variedad minoritaria, vino blanco, aromas, calidad 


1. Introducciòn 


En los vinos blancos el aroma es considerado el principal atributo de calidad. 
Atendiendo a su origen los compuestos aromàticos se clasifican en primarios o varietales, 
secundarios o fermentativos y terciarios o de envejecimiento. En las variedades neutras la 
mayor parte de las sustancias aroméàticas del vino se generan durante la fermentaciòn 
alcohélica debido al metabolismo de las levaduras (1). Su contenido està muy influenciado por 
las caracteristicas de la uva (variedad, estado sanitario, grado de madurez...) y por las 
condiciones de desarrollo del proceso fermentativo (levaduras, aminoàcidos, temperatura, 
desfangado....). 


Son numerosos los estudios (2, 6) que indican el importante papel que desempefia la 
variedad de uva en la calidad aromàtica de los vinos blancos. Por otra parte, la recuperaciòn y 
el mantenimiento de las variedades minoritarias en las diferentes zonas viticolas puede 
aportar un valor afiadido de diferenciaciòn y tipicidad a los vinos de cada regiòn. En la D.O.Ca. 
Rioja desde el afio 2008 estàn autorizadas las variedades minoritarias blancas: Tempranillo 
blanco, Maturana blanca y Turruntés. La variedad Tempranillo blanco, deriva de Tempranillo 
tinto por mutacién natural, y fue localizada en La Rioja en 1988. Maturana blanca y Turruntés 
se cultivaron desde antiguo en la zona y fueron recuperadas en vifiedos viejos. Las variedades 
Tempranillo blanco y Maturana blanca Unicamente estàn autorizadas en la D.O.Ca. Rioja. Se 
trata de variedades aptas para la elaboracién de vinos de calidad, que ademés pueden aportar 
un valor afiadido de diferenciaciòn y tipicidad a los blancos de esta regiòn (4). La variedad 
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Turruntés es una sinonimia de Albillo mayor, y como tal se cultiva en diferentes zonas 
espafiolas. 


En este trabajo se ha estudiado el perfil aromàtico fermentativo de vinos blancos 
elaborados con las variedades minoritarias de la D.O.Ca. Rioja en comparacién con las 
variedades més tradicionales de la zona. 


2. Material y métodos 


EI estudio se Ilevé a cabo durante ocho campafias entre 2005 y 2013 en vinos 
elaborados con uva de diferentes variedades blancas procedente de la Finca La Grajera 
(Logrofio. La Rioja), propiedad del Gobierno de La Rioja. Las variedades minoritarias estudiadas 
fueron: Tempranillo blanco, Maturana blanca y Turruntés, y las variedades tradicionales: Viura, 
Garnacha blanca y Malvasia riojana. La uva se recogiò en el momento éptimo de madurez y en 
perfecto estado sanitario. El mosto obtenido mediante estrujado y suave prensado se 
desfangò con enzimas pectoliticas (1 g/hl) a baja temperatura (10 2C) durante 20 horas. 
Posteriormente, se distribuyò en depésitos de acero inoxidable de 100 I, en los que se 
desarrollé la fermentaciéòn alcohélica con siembra de levaduras (Zymaflore X16, Laffort) a 
temperatura controlada (18-20 2C). Una vez concluida los vinos se trasegaron, se sulfitaron y 
se conservaron a 52 C durante un mes para favorecer su estabilizaciòn. 


Los compuestos volàtiles fermentativos se determinaron por Cromatografia de Gases 
mediante extraccién con diclorometano (5). Para el estudio estadîistico de los resultados se 
aplicò el andlisis de varianza ANOVA, mediante el programa estadistico SPSS versién 20.2. En 
caso de existir diferencias significativas, p< 0.05, se utilizé el test de Tukey para la separacién 
de medias. Asimismo, se realizò el anélisis discriminante de los resultados obtenidos. 


3. Resultados 


La composicién volàtil de los vinos (Tabla 1) mostré diferencias significativas entre las 
variedades estudiadas en numerosos compuestos (1-propanol, 1-butanol, 2-feniletanol, 
alcoholes superiores, 1-hexanol, cis-3-hexenol, acetato de isoamilo, 3-hidroxibutirato de etilo, 
butirato de etilo y diacetilo), algunos de ellos con gran incidencia sensorial en el vino. El 
acetato de isoamilo, uno de los principales compuestos impacto (2) (aromas a plàtano y 
banana) superò el umbral de percepcién aromatica (3) en todos los vinos, excepto en la 
variedad Malvasia, y fue màs elevado en Tempranillo blanco y Maturana blanca. El diacetilo, 
compuesto impacto con un papel bastante controvertido, ùnicamente estuvo por encima del 
umbral aromatico en Tempranillo blanco. Los ésteres etilicos de àcidos grasos son 
responsables de los aromas afrutados, en los vinos de Garnacha blanca se obtuvo un 
contenido total més elevado, siendo etil-3-hidroxibutirato y butirato de etilo (aromas a pifa, 
kiwi y fresa) significativamente superiores a Malvasia. El 2-fenil-etanol (aroma a rosa) alcanzò 
un contenido més elevado en los vinos de Malvasia y Turruntés, sin diferencias respecto a 
Viura, y en todos los casos estuvo por encima del umbral de percepciòn. Otros autores (6) 
también encontraron elevados contenidos de este compuesto en vinos varietales blancos. Los 
alcoholes C6 (hexanol y cis-3-hexenol), con aromas herbéàceos, alcanzaron un contenido més 
elevado en los vinos de Garnacha blanca y Viura respectivamente. 
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Tabla 1. Composiciòn volàtil (mg/l) de los vinos elaborados con diferentes 


variedades. 
Media + desviaciòn (n = 8) 
Compuestos Tempeaniio*! ".Maturane Turruntés Garnachia Malvasia Viura G.S. 
blanco blanca blanca 

1-Propanol 26.0+4.6a 24.3+3.8a 10.8+1.9c 20.0+4.4 ab 10.1+2.0c 13.4+ 2.8 bc 4% 
Isobutanol 23.4+7.1 25.6 + 6.5 31.0 + 6.6 29.2 + 10.6 26.9+4.7 30.7 + 6.6 NS 
1-Butanol 0.56 + 0.23 ab | 0.63+0.10a | 0.48+0.30ab | 0.57+0.13 ab | 0.28+0.01b | 0.43+0.16 ab Li 
Alc. amilicos 166 + 34 181+48 213+42 212+48 204 + 29 219+43 NS 
2-Fenil-etanol 20.1+8.2b 27.6+16b 63.6+13a 29.5+9.1b 57.5+9.7a 42.3+11ab FAT 
Z Alcoholes sup 236+46b 260 + 57 ab 319+47a 291+61ab 299 + 34 ab 306 + 51 ab ui 
1-Hexanol 0.60 + 0.27 ab | 0.72+0.18 ab | 0.44+0.19b 1.43+0.93a |0.64+0.21ab | 0.62+0.27 ab PE 
cis-3-Hexenol 0.41+0.18 ab | 0.07+0.04c 0.07 +0.02c | 0.12 +0.07 bc | 0.06 + 0.04 c 0.52 +0.28 a LEE 
Acet. isoamilo 6.92+3.6a 6.97+3.6a 3.28 + 1.7 ab 5.67 +3.0 ab 2.50+1.6b 3.91+2.1ab * 
Acet. hexilo 0.49+0.31 0.31+0.22 0.42 + 0.33 0.87 + 0.62 0.17 + 0.07 0.26+ 0.21 NS 
Acet. 2-feniletilo 0.53 + 0.53 0.74+0.61 0.97 + 0.57 0.43 + 0.25 0.96 + 0.83 0.48 + 0.29 NS 
2 Acetatos 7.94 + 3.51 8.02 + 4.00 4.68 + 2.14 6.97 + 3.82 3.62 + 1.56 4.65 + 2.31 NS 
Propionato etilo 0.08 + 0.04 0.07 + 0.02 0.17 + 0.35 0.09 + 0.04 0.06 + 0.03 0.07 + 0.03 NS 
3-OH-butirato etilo | 0.29 + 0.09 ab | 0.23 + 0.08 ab | 0.23+0.09 ab | 0.38+0.13a 0.19+0.05b |0.23+0.04 ab sE 
Isobutirato etilo 0.04 + 0.02 0.04 + 0.02 0.04 + 0.02 0.04 + 0.02 0.03 + 0.01 0.04 + 0.02 NS 
Butirato etilo 0.32+0.09a | 0.26+0.07ab | 0.21+0.07 ab | 0.32+0.12a 0.17 +0.07b | 0.23 +0.11ab ha 
Hexanoato etilo 0.44 + 0.22 0.43 + 0.12 0.46 + 0.15 0.50 + 0.28 0.39 + 0.22 0.45 + 0.19 NS 
Octanoato etilo 0.31+0.18 0.28 + 0.09 0.37 + 0.17 0.29 + 0.22 0.39 + 0.27 0.31+0.19 NS 
2 Esteres 1.47 +0.53 1.29+0.21 1.48 + 0.53 1.62 + 0.59 1.23 + 0.54 1.32 + 0.46 NS 
Ac. isobutirico 1.58 + 0.87 2.21+0.51 2.02 + 1.0 1.95 +0.61 1.76 + 0.94 1.87 +0.79 NS 
Ac. butirico 1.44 + 0.68 1.28 +0.63 1.13 + 0.45 1.31+0.53 0.94 + 0.53 1.09 + 0.45 NS 
Ac. isovalérico 0.79 + 0.80 1.26+0.71 1.96 + 1.43 1.06 + 0.78 1.86 + 1.58 1.45 + 1.00 NS 
Ac. hexanéico 4.79+ 0.49 4.47 + 0.75 3.72+ 0.98 4.67 + 0.92 3.75 + 0.70 4.39 + 0.97 NS 
Ac. octanoico 4.94 + 0.97 4.42 + 1.16 4.46 + 1.55 5.18 + 1.49 4.42 + 1.09 4.92 + 2.56 NS 
Z Acidos 14.4 + 2.85 14.3 + 1.80 14.5+3.21 15.0 + 3.08 13.2 + 2.73 14.8 + 3.69 NS 
Butirolactona 1.91 + 1.63 1.91+1.23 2.97+1.3 2.01 + 2.03 1.27+1.58 1.74+1.15 NS 
Acetoîna 3.85 + 3.61 3.00 + 3.45 0.728 + 0.69 2.10 + 2.04 1.38 + 2.29 0.771+0.56 NS 
Diacetilo 0.72+0.60a 0.48 +0.22 b 0.22 + 0.14 b 0.39 +0.22ab 0.33 +0.42ab | 0.24 +0.13ab ha 
Metionol 0.52 + 0.31 0.68 + 0.36 1.25 + 1.34 0.54 + 0.49 0.81+0.61 1.05 + 1.17 NS 


G.S.: (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001 y NS no significativo. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas 


El andlisis canénico discriminante de los resultados (Figura 1) permitiò la separaciòn de 
los vinos varietales en tres grupos segun la funcién 1 (56.3 % varianza), siendo las variables con 
mayor poder discriminante: butirato de etilo, 1-butanol, butirolactona y 1-propanol. Segun 
esta funcién por un lado se agruparon los vinos de Tempranillo blanco y Maturana blanca, por 
otro los de Turruntés, Malvasia y Viura, mientras que los de Garnacha blanca aparecieron 
separados del resto. 
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Figura 1. Andlisis canénico discriminante de la composiciòn aromatica de los vinos 
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La funcién 2 (12.7 % varianza) estuvo definida por el contenido de metionol, alcoholes 
amilicos, butirato de etilo y acetato de isoamilo, y dio lugar a una buena separacién de los 
vinos de Garnacha blanca. 


4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto la existencia de 
notables diferencias en la composicién aromatica de los vinos blancos elaborados con las 
variedades autorizadas en la D.O.Ca. Rioja. Se ha observado que las variedades minoritarias 
Tempranillo blanco y Maturana blanca pueden contribuir a la diferenciaciébn aromàtica de los 
vinos de la zona, por el contrario la variedad Turruntés ha mostrado un perfil aromatico 
bastante similar a las variedades tradicionales (Viura y Malvasia). Por otra parte, Garnacha 
blanca ha dado lugar a vinos con una composiciòn aromàtica caracteristica bastante diferente 
al resto, por lo que puede considerarse una variedad interesante a _nivel aromatico. 
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RESUMEN: 


En este trabajo se estudiò el perfil aminoacidico de mostos blancos de variedades 
minoritarias de la D.O.Ca. Rioja (Tempranillo blanco, Maturana blanca y Turruntés) en 
comparacién con otras tradicionales de la zona (Viura, Garnacha blanca y Malvasia riojana). 
Los resultados obtenidos mostraron importantes diferencias varietales, con contenidos més 
elevados en Maturana blanca (sin diferencias respecto a Tempranillo blanco) y màs bajos en 
Malvasia y Turruntés. En todas las variedades, arginina, prolina y glutamina fueron los 
aminoacidos mas abundantes, representando el 67% del contenido total. La ratio 
prolina/arginina presentò valores mas elevados en Tempranillo blanco y Viura y méàs bajos en 
Garnacha blanca y Malvasia. El andlisis discriminante clasificò los mostos varietales en 
diferentes grupos, y mostrò algunas similitudes varietales segùn la funcién considerada. 


Palabras clave: variedad minoritaria, mosto, aminoàcidos 


1. Introducciòn 


Los aminoàcidos constituyen una de las principales fuentes de nitrégeno de los mostos 
(30-40% del total), por lo que influyen en la multiplicaciébn de las levaduras y determinan el 
correcto desarrollo de la fermentacién alcohdlica (1). Ademéàs, también pueden influir de 
forma decisiva en el aroma del vino, ya que la formacién de los principales compuestos 
volàtiles fermentativos (alcoholes superiores, aldehidos, ésteres y dcidos) se ve afectada por 
los compuestos nitrogenados presentes en el mosto (1, 3 y 5). El contenido de aminofàcidos 
està estrechamente relacionado con la variedad de uva, y se ve influenciado por gran nùmero 
de factores viticolas (clima, suelo, pràcticas culturales, nutricién, campafia, estado sanitario...). 
Asimismo, algunos procesos prefermentativos, como el desfangado de los mostos blancos, 
influyen significativamente en su contenido (2 y 6). 


Son numerosos los estudios que muestran las diferencias existentes en el perfil 
aminoacidico de diferentes variedades de uva (1, 5 y 6), e indican que puede ser una 
herramienta de clasificacibn. Por otra parte, la recuperacién de las variedades minoritarias en 
las diferentes zonas viticolas puede aportar un valor afiadido de diferenciacién y tipicidad a los 
vinos de cada regiòn. Sin embargo, muchas de estas variedades no estàn completamente 
caracterizadas, por lo que es necesario Ilevar a cabo estudios para profundizar en su 
composiciòn, con el objetivo de potenciar la calidad de sus vinos. 


En este trabajo se ha estudiado la composicién de aminoàcidos de mostos blancos de 


las variedades minoritarias de la D.O.Ca. Rioja en comparacién con las variedades més 
tradicionales de la zona. 
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2. Material y métodos 


EI estudio se Ilevé a cabo durante tres campafias (2012-2014) en mostos obtenidos a 
partir de diferentes variedades blancas procedente de la Finca La Grajera (Logrofio, La Rioja), 
propiedad del Gobierno de La Rioja. Las variedades minoritarias estudiadas fueron: 
Tempranillo blanco, Maturana blanca y Turruntés, y las variedades tradicionales: Viura, 
Garnacha blanca y Malvasia riojana. La uva se recogié en el momento éptimo de madurez y en 
perfecto estado sanitario. El mosto se extrajo mediante estrujado y prensado suave de la uva y 
se desfangò con enzimas pectoliticas (1 g/hl) a baja temperatura (10 2C) durante 20 horas. Las 
muestras de mostos desfangados, con una turbidez aproximada de 80 NTU, se congelaron y 
posteriormente se analizaron. 


La determinacién analitica del contenido de aminoécidos en los mostos desfangados 
se realiz6 por HPLC, mediante derivatizacién automatica en precolumna con OPA y FMOC (4). 
Para el estudio estadistico de los resultados se aplicò el analisis de varianza ANOVA, mediante 
el programa estadistico SPSS versién 20.2. En caso de existir diferencias significativas, p< 0.05, 
se utilizé el test de Tukey para la separacién de medias. Asimismo, se realiz6 el andlisis 
discriminante de los resultados obtenidos. 


3. Resultados 


La concentracién de aminoacidos en los mostos (Tabla 1) presentò diferencias 
significativas entre las variedades estudiadas en todos los compuestos menos en cinco (GABA, 
cistina, isoleucina, ornitina y lisina), que en general alcanzaron contenidos muy bajos excepto 
el GABA. En los mostos de Maturana blanca se encontréò el mayor contenido total de 
aminofàcidos (sin diferencias respecto a Tempranillo blanco), destacando treonina, alanina y 
metionina por ser significativamente superiores al resto de variedades. En los mostos de 
Turruntés y Malvasia se obtuvo la concentracibon més baja de aminofàcidos totales, 
aproximadamente un 50% inferior a la observada en Maturana blanca. A nivel global estas 
variedades no mostraron diferencias significativas con respecto a Viura y Garnacha blanca. 


EI aminoàcido méàs abundante en todos los casos fue la arginina, seguido de la prolina 
y la glutamina, estos tres compuestos representaron un 67% del contenido total. En cuarta 
posicién el acido glutàmico fue màs abundante en Tempranillo blanco y Garnacha blanca, la 
treonina en Maturana blanca y Malvasia, el GABA en Turruntés y la alanina en Viura. Todos 
ellos, con excepcibn de la prolina, son buenas fuentes nitrogenadas para el desarrollo de la 
fermentacién por Saccharomyces cerevisiae. El rango de concentraciones observadas en este 
trabajo coincide con el indicado por otros autores (1). 


La ratio prolina/arginina es caracteristica de la variedad de uva (1), 
aunque también depende de otros factores, y es un indicador de la proporciòn de 
nitrégeno no asimilable (prolina) frente al asimilable (arginina). En este trabajo los 
mostos de Tempranillo blanco y Viura presentaron ratios con valores màs 
elevados que el resto, y significativamente superiores a Garnacha blanca y 
Malvasia. Las variedades Maturana blanca y Turruntés no mostraron diferencias 
en este ratio con respecto al resto. 
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Tabla 1. Concentracién de aminofcidos (mg/l) de mostos desfangados 
procedentes de diferentes variedades blancas. Media + desviaciòn (n = 6) 


Compuestos Lap a Turruntés a Malvasia Viura G.S. 
Ac. aspartico 26.7+2.7a 28.0+5.9a 14.7+3.9b 19.9+4.4ab 11.7+4.3b 19.8+6.0 ab vi 
Ac. glutàmico 73.7+20.1a | 50.8+10.5 ab 30.1+9.4b 45.5 + 14.3 ab 25.1+7.9b 42.0 + 12.6 ab Sh 
Asparragina 6.10 + 2.5 ab 7.42+3.1ab 2.38+0.7b 6.40 + 1.6 ab 948+3.1a 6.95 + 1.5 ab SEE 
Serina 35.0+15.1ab | 58.2+24.3a 20.3+4.3b 19.4+2.8b 21.0+6.3b 27.7+7.1ab SEE 
Glutamina 162 + 30.6 ab 232+47.1a 62.6+17.2c 115 + 20.7 bc 54.3 +27.8c 124 + 49.0 bc FEE 
Histidina 19.1+3.3 ab 23.2+4.9a 10.1+1.6c 14.7+1.8bc 8.23+3.9c 7.52+16c ici 
Glicina 4.82+3.3 ab 5.66+t1.9a 2.17+0.3b 1.81+0.3b 1.72+0.9b 2.21+0.3b Lia 

Treonina 45.3+6.3b 75.8+12.3a 30.0+2.2b 24.7+4.8b 39.4+12.3b 28.5+8.8b LIE 
Citrulina 9.48+1.6a 6.1+1.0ab 3.67+0.8b 6.00+1.4ab | 6.24+2.45 ab 8.96+3.5a TE 
Arginina 363 +51.2 ab 471+93.0a 262+23.4ab | 423+40.2 ab 291+118 ab 230+ 60.6 b vi 
Alanina 67.5+18.8b 108 + 24.0a 27.8+3.74c 34.3 + 3.0 bc 28.0+9.5c 45.0 + 15.9 bc BEE 
GABA 41.3 +19.4 29.5+9.5 36.8 + 0.8 32.7 + 10.1 25.4+ 6.1 40.9+ 11.8 NS 

Tirosina 13.1+5.3a 11.5+2.2 4.84 + 1.2 bc 7.43 + 1.3 abc | 9.57 +2.5 abc 3.84+0.9c CEE 
Cistina 8.53 + 6.1 11.3 +7.3 6.24 + 3.6 7.19+3.1 4.50+3.8 4.45+24 NS 

Valina 11.2 +4.2 ab 15.8+3.2 7.03+1.5b 8.40+0.8b 7.24+1.8b 8.64 + 2.4 ab EEE 
Metionina 3.37+1.3b 6.73+1.7a 171+11b 3.07+0.8b 2.04+1.0b 1.73+0.9b BI 
Triptéfano 22.8+4.4a 20.9+5.9a 16.2 + 5.7 ab 11.1+5.8ab 13.7 +4.7 ab 4.76+2.0b ta 
Fenilalanina 8.53 + 1.8 ab 8.26+2.2b 7.81+2.7b 11.2+1.9ab 16.0+ 5.8 a 8.96 + 3.2 ab ds 

Isoleucina 3.37 + 1.2 3.81+t1.5 2.67 +0.7 2.74+0.6 3.48 +1.2 2.48+0.9 NS 

Ornitina 1.93 + 0.7 1.89 + 0.5 1.32 +0.8 1.57+0.6 1.76 + 0.9 1.45+0.6 NS 

Leucina 7.30 + 1.6 ab 10.2 + 1.6 ab 5.60+1.9b 7.73+1.3 ab 11.6+3.7a 5.95 +2.1ab SE 
Lisina 1.71+0.3 2.15+0.3 2.67t1.1 2.16+0.9 2.49+0.5 2.20+0.8 NS 

Prolina 281+20.2a 234 + 34.9 ab | 192 +62.9ab | 140+56.7bc 95.0+41.2c 210 + 21.5 ab EE 
Z Aminofàcidos 1226 + 136 ab | 1425+186a 756 + 36.5 c 948 +36.4 bc 691+245c 843 + 185 bc vieisi 
Prolina/arginina | 0.79+0.1a 0.52+0.2 ab | 0.75+0.3ab 0.34+0.3b 0.34 +0.1b 0.96 +0.2a FEE 


G.S.: (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001 y NS no significativo. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas 


EI analisis canénico discriminante de los resultados (Figura 1) permitiò la separacién de 
los mostos varietales en cuatro grupos segun la funcién 1 (58% varianza), siendo las variables 
con mayor poder discriminante: histidina, metionina y leucina. 


od 


Funcién 2 


Funci6n 1 


MTempranillo B 
O Maturana B 
* Turruntés 

A Garnacha B 
D Malvasia 

@ Viura 


Figura 1. Andlisis canénico discriminante de la composicién aminoacidica de los mostos 
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La funcibn 1 permitié la separacién de los mostos de Maturana blanca, Tempranillo 
blanco y Malvasia, y el resto de variedades (Turruntés, Garnacha blanca y Viura), que no 
mostraron diferencias entre si. La funcién 2 (21% varianza) dio lugar a la clasificacién de las 
variedades en dos grupos, en la parte positiva del eje se agruparon Tempranillo blanco y 
Turruntés, y en la negativa el resto de variedades. Los compuestos con mayor peso en dicha 
funciòn fueron triptéfano, treonina y fenilalanina. 


4. Conclusiones 


Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto la existencia de 
importantes diferencias en la concentracién de aminoàcidos en los mostos de las variedades 
blancas autorizadas en la D.O.Ca. Rioja. Las variedades minoritarias Maturana blanca y 
Tempranillo blanco han presentado el mayor contenido de estos compuestos, claramente 
superior al observado en Turruntés y Malvasia. Estas diferencias pueden incidir en el correcto 
desarrollo del proceso fermentativo y contribuir a la consecucién de un perfil aromàtico 
caracteristico en los vinos obtenidos. 
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RESUMEN: 


Se establece el contenido en once metales (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li y Rb) de 24 
muestras de vinos blancos, rosados y tintos de la isla de Fogo en el archipiélago de Cabo 
Verde. Las determinaciones se Ilevaron a cabo haciendo uso de las técnicas de 
espectroscopia de absorciòn y emisién atomica. Se estudian las diferencias de contenido 
entre los distintos tipos de vino comprobandose que, en general, los vinos tintos presentan 
un contenido medio superior a los vinos blancos y rosados. Asimismo, se realiza un estudio 
comparativo con vinos de la regién macaronésica (Canarias, Madeira, Azores) 
comprobandose que los vinos de Cabo Verde se distinguen del resto por presentar los 
mayores contenidos en K, Fe y Sr, y los menores contenidos en Na, Zn y Mn. 


Palabras clave: vinos, metales, espectroscopia atomica, Fogo 


1. Introducciòn 


EI archipiélago de Cabo Verde està situado en el océano atlàntico, enfrente de Senegal, 
a unos 600 Km de sus costas. Forma parte, junto con los archipiélagos de Canarias, Madeira y 
Azores, de la regiéon denominada Macaronesia. Todos estos archipiélagos son de origen 
volcanico. El archipiélago de Cabo Verde està formado por 10 islas grandes y 5 menores. De 
todas ellas, en la actualidad solo se cultivan vifias en la isla de Fogo. Està isla està situada en el 
paralelo 15° de latitud Norte y en el meridiano 24,5° de longitud Oeste. Fogo tiene una 
extensién de 476 Km? y unos 37000 habitantes, està dominada por un volcéàn activo (Volcan de 
Fogo) que alcanza los 2800 m de altura, que da origen a laderas de fuerte pendiente y presenta 
una caldera de unos 8 Kms de ancho (Chà das Calderias) a 1700 m de altura, donde se plantan 
vifias. Su clima es subtropical templado seco, con una media de temperatura de 20-252C. La 
época de Iluvias comprende de julio a octubre con una media de 123 mm anuales. Los suelos 
se desarrollan bajo condiciones xéricas, con poca vegetaciòn. El cultivo de la vid tiene lugar en 
las laderas del volcàn y en el interior de la caldera sobre Antrosoles vîtricos y Andosoles. Entre 
las variedades més usadas estàn la moscatel (clon europeo ya desaparecido) en las variedades 
blancas y la tinta preto (tinta tradicional originaria de Setùbal) en las variedades tintas. 


Si bien existen diferentes publicaciones referidas a vinos de los archipiélagos de 
Canarias (1-3), Madeira (4) y Azores (4), hasta el presente no hay ninguna publicacién que haga 
referencia a estudios analiticos de los vinos del archipiélago de Cabo Verde (isla de Fogo). En 
este trabajo es establece por primera vez la composicién en once iones metdlicos (K, Na, Ca, 
Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, Li y Rb) de los vinos de la isla de Fogo (archipiélago de Cabo Verde), con 
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objeto de conocer su composicién, ver si cumplen con las recomendaciones de organismos 
internacionales, y estudiar las diferencias existentes entre estos vinos y otros procedentes de 
otras regiones de la macaronesia. 


2. Material y métodos 


2.1. Muestras de vinos. Se tomaron un total de veinticuatro muestras de vino 
procedentes de las diferentes bodegas elaboradores de vino de la isla. De estas muestras, 
nueve eran blancos, seis rosados y nueve tintos. 


Los paràmetros béàsicos de estas muestras, segun tipo de vino, se recogen en la tabla 1. 


Tabla 1. Valor medio y desviaciòn estàndar de diferentes parametros bdsicos para los distintos tipos 


de vino. 
Parametro Blanco Rosado Tinto 
pH 3,61 + 0,18 3,45 + 0,04 4,04. + 0,31 
Acidez total (g - L!) 6,6 + 0,8 6,8 + 1,3 5,2 + 0,3 
Acidez volatil (g - L!) 0,66 + 0,27 0,38 + 0,12 0,95 + 0,29 
Acido tartàrico (g - L!) 1,7 + 0,4 2,6 + 0,0 1,7 + 0,6 
Acido làctico (g - L!) 14 + 10 0,6 + 0,2 34 + 0,8 
% alcohol (% vol) 14,52 + 1,10 13,15 + 1,51 15,10 + 1,05 
Masa volùmica (g - cm) 0,9897 + 0,0009 0,9893 + 0,0013 0,9924 + 0,0025 
Az. Reductores (g - L°*) 5,7 + 3,8 1,8 + 1,5 4,9 + 1,8 
Extracto seco (g - L!) 35 + 8 27 + 1 43 + 9 
Glicerol (g - L°!) 78 + 18 68 + 10 mo a: 17 


2.2. Procedimiento analitico. Las muestras se trataron previamente con HNO3 
concentrado en un horno microondas para eliminar la matriz. Las determinaciones analiticas 
de los metales Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y Sr se realizaron por espectroscopia de absorcién 
atémica, y las de Li y Rb mediante espectroscopia de emisiòn atomica. 


3. Resultados 


3.1. Contenido mineral de las muestras de vino 


Los valores medios y la desviacién estàndar de los diferentes metales seguùn el tipo de 
vino analizado se recogen en la tabla 2. 


Los elementos determinados presentan contenidos medios en los diferentes tipos de 
vino conformes a los descritos en la bibliografia por otros autores (5). Asimismo, cumplen con 
los requisitos de limite maximo para determinados elementos establecido por organismos 
internacionales como la OIVV. 


En general, los vinos tintos presentan un contenido medio superior a los vinos blancos 


y rosados, lo cual puede ser debido a que el mayor tiempo de contacto del liquido con los 
hollejos permite una mayor extraccibn de metales, si bien no todas las diferencias de 
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contenido son significativas. Asî, el hierro, zinc y litio no presentan diferencias significativas de 
contenido medio entre los tres tipos de vino. 


Los elementos calcio y estroncio presentan diferencias significativas de contenido 
medio entre los tres tipos de vino, correspondiendo los mayores y menores contenidos medios 
a los vinos tintos y blancos, respectivamente. Por su parte el potasio, magnesio, manganeso y 
rubio presentan un contenido medio significativamente mayor en los tintos que en los blancos 
y rosados. Por Ultimo, el cobre presenta un contenido medio significativamente menor en los 
vinos blancos con respecto a los otros dos tipos de vino. 


Tabla 2. Valor medio y desviacién estàndar (mg - L'*) de los diferentes metales para los diferentes tipos 
de vino (blancos, rosados y tintos) de Cabo Verde, asi como diferencias significativas entre ellos 


Blancos (1) Rosados (2) Tintos (3) Dif sig 
K 1037 + 266 994 t 329 1680 t 625 1-3, 2,3 
Na 13,8 + 3,9 16,5 t 41 10,0 t 4,5 2-3 
Ca 54,8 + 10,3 64,0 t 2,1 77,8 t 8,0 1-2, 1-3, 2-3 
Mg 72,8 + 41 73,3 t 43 110,0 t 7,9 1-3, 2-3 
Fe 2,62 + 1,30 3,96 + 1,45 4,28 + 1,94 + 
Cu 0,13 + 0,10 0,03 + 0,00 0,04. + 0,02 12,13 
Zn 0,30 + 0,10 0,30 t 0,09 0,37 t 0,28 -- 
Mn 0,34 + 0,04 0,37 + 0,05 0,43 + 0,05 1-3, 2-3 
Sr 0,68 + 0,19 0,95 + 0,05 1,65 + 0,21 1-2: 1:3/2:3 
Li* 5,26 + 1,35 5,57 + 1,98 7,00 + 2,36 S 
Rb 1,91 + 0,83 1,32 + 0,16 2,85 + 120 1-3, 2-3 

* (ug-L°) 


3.2. Comparaciòn con vinos de otros archipiélagos de la Macaronesia. 


Teniendo en cuenta que los archipiélagos de Canarias, Madeira y Azores forman parte 
de una misma regiòn atlantica, denominada Macaronesia, y que todos ellos son de origen 
volcanico, hemos considerado oportuno comparar los resultados obtenidos en los vinos de 
Cabo Verde con los obtenidos en los otros archipiélagos. En la tabla 3 se recogen los valores 
medio y desviacibn estàndar de los diferentes elementos para vinos pertenecientes a los 
diferentes archipiélagos de la Macaronesia. Los datos de los vinos de los archipiélagos de 
Canarias, Madeira y Azores son los publicados en la referencia (4). 


Tabla 3. Valor medio y desviacién estàndar (mg + L'*) de los diferentes elementos para los vinos de los 
cuatro archipiélagos de la Macaronesia. 


Canarias (1) Madeira (2) Azores (3) Cabo Verde(4) Dif sig 


K 835 + 335 936 + 215 923 + 217 1267 + 540 1-4,2-4,3-4 
Na 92,0 + 45,4 51,0 + 30,1 52,0 + 16,1 13,1 + 4,8 1-2,1-3,1-4,2-4,34 
Ca 68,7 + 15,0 73,1 + 23,8 80,5 + 15,7 65,7 + 12,8 1-3,3-4 
Mg 84,0 + 17,0 101,2 + 13,9 112,5 + 41,8 86,9 + 191 1-2,1-3,2-3,2-4,3-4 
Fe 2,59 + 1,29 2,35 + 1,37 155 + 0,96 3,58 + 1,72 1-3,1-4,2-3,2-4,3-4 
Cu 0,17 + 0,21 0,63 + 0,66 0,22 + 0,41 0,07 + 0,08 1-2,2-3,2-4 
Zn 0,56 + 0,32 102 + 0,60 0,63 + 0,55 0,32 + 0,18 1-2,1-4,2-3,2-4,3-4 
Mn 101 + 0,46 1,93 + 0,76 0,71 + 0,22 0,38 + 0,06 1-2,1-3,1-4,2-3,2-4,3-4 
Sr 0,67 + 0,29 0,66 + 0,25 0,76 + 0,29 1,11 + 0,47 1-4,2-4,34 
Li* 8,67 + 6,12 3,92 + 4,53 4,87 + 4,83 5,99 + 2,02 1-2,1-3,14 
Rb 192 + 108 1,99 + 0,61 2,69 + 0,70 2,12 + 1,07 1-3,2-3,3-4 

* (ug-L°) 
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Como puede observarse todos los elementos analizados presentan diferencias 
significativas de contenido medio entre archipiélagos. 


Es de sefialar el bajo contenido en sodio de los vinos de Cabo Verde en relaciòn a los 
vinos de los otros archipiélagos, lo cual es debido a que al encontrarse el vifiedo de Cabo Verde 
a una mayor altura (unos 1700 msnm) y en el interior de una caldera no Ilega el aerosol, cosa 
que si ocurre en los otros archipiélagos. 


Los vinos de Cabo Verde se distinguen de los vinos de los otros archipiélagos por 
poseer un contenido medio significativamente mayor en potasio, hierro y estroncio, y 
significativamente menor en sodio, zinc y manganeso. 


4. Conclusiones 


Los vinos tintos de Cabo Verde (isla de Fogo) destacan frente a los vinos blancos y 
rosados por poseer un contenido medio significativamente mayor en K, Ca, Mg, Mn, Sr y Rb. 


Los vinos de Cabo Verde se diferencian de los vinos del resto de archipiélagos de la 
Macaronesia por poseer un contenido medio significativamente mayor en K, Fe y Sr, y 
significativamente menor en Na, Zn y Mn que los otros archipiélagos. 


EI menor contenido en sodio de los vinos de Cabo Verde se debe a que el aerosol 
marino no ejerce ningùn efecto debido a la mayor altitud del cultivo de la vid (600 - 1700 
msnm). 
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RESUMEN 

Se ha desarrollado un método de andlisis basado en un sistema de espacio de cabeza 
dinamico (DHS) combinado con desorcién térmica y acoplado a un cromatégrafo de gases- 
espectrémetro de masas, para caracterizar la evolucién temporal de los compuestos 
volàtiles. En el método propuesto, dos estàndares internos se adicionan a 50 mL de vino 
bajo atmòsfera inerte y a continuaciòn se trasvasan 5 mL a un vial estàndar de espacio de 
cabeza. Las condiciones de DHA para el anglisis de volàtiles son temperatura de incubacién 
30 2C durante 5 min, volumen de purga de 100 mL y volumen de secado de 50 mL. El 
método desarrollado muestra una buena reproducibilidad y respuesta lineal para 
compuestos en un amplio intervalo de polaridades y volatilidades. Los resultados muestran 
que los compuestos en la cabeza del vino cambian a lo largo del tiempo y dan una posible 
explicacién de por qué concentraciones totales de volàtiles idénticas en el vino producen 
diferentes percepciones en el aroma. 

Palabras clave: vino, espacio de cabeza dinamico, compuestos volatiles, evolucibn 


1. Introducciòn 


Entender la evolucién que sufre la percepcién sensorial de los vinos durante su 
consumo es un desafio. El Ilamado proceso de “apertura” es acompafiado por cambios en la 
concentracién de volàtiles en el espacio de cabeza, que pueden estar relacionados con 
mecanismos complejos [1]. Trabajos previos han mostrado que existen diferencias 
significativas en la volatilidad relativa de los odorantes [2]. Sin embargo, las condiciones 
experimentales de este trabajo previo [2] estaban alejadas del perfil de liberacién real que 
sucede en la copa. La técnica de espacio de cabeza dinamico (DHS) es una opcién con potencial 
para capturar “instantàneas” de los perfiles aromàticos a lo largo del tiempo. 


En el presente estudio, hemos desarrollado un método de extracciones consecutivas 
basado en DHS y hemos aplicado este método al anglisis de un vino tinto para cuantificar los 
cambios que los compuestos volàtiles sufren en el espacio de cabeza a lo largo del tiempo. 
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2. Material y métodos 


En el presente estudio se analiz6 un vino tinto crianza mediante la técnica de espacio 
de cabeza dinamico. 200 ug/L de dos estàndares internos se adicionan a 50 mL de vino bajo 
atmbsfera inerte. La estàndares internos eran 2-metilbutirato de etilo (MBM) y 2,6- 
dicloroanisol (DCA). A continuacibn se toman 5 mL y se depositan en un vial estàndar de 
espacio de cabeza. En el sistema de DHS se programa una cola de muestras en la que el mismo 
vial se analiza de forma consecutiva 10 veces (cada 70 minutos). 


La extracciòn de los volàtiles se realizé usando un sistema de DHS con un muestreador 
automatico Gerstel MPS (Mùlheiman der Ruhr, Dinamarca). EI material sorbente utilizado fue 
Tenax TA (Gerstel) acondicionado antes de su uso seguùn la recomendacidn del fabricante. Las 
condiciones de DHS son temperatura de incubacién 30 °C durante 5 minutos, volumen de 
purga de 100 mL y volumen de sacado de 50 mL. Splitless en el TDU, la temperatura inicial es 
20 °C durante 1 min, rampa a 200 °C/min hasta 300 °C durante 5 min. Solvent vent en PTV, 
caudal de venteo es 60 mL/min, la presiòn en columna permanece 0 psi hasta la finalizaciòn de 
desorciòn. Split en CIS (1:20), la temperatura inicial es -100 °C durante 0,2 min, rampa a 60 
°C/min hasta 150 °C, rampa 12 °C/s hasta 250 °C durante 25 min. La columna es J&W DB-Wax 
de Agilent (60 m x 0,25 mm x 0.25 um). El programa de temperatura es como sigue, 40 °C 
durante 3 min luego a 10 °C/min hasta 220 °C durante 20 min. Modos de adquisiciòn Scan y 
SIM simultàneos, el rango de barrido es 33-250 m/z y iones selectivos 44, 47, 62, 64, 100, 106 
m/z para compuestos particulares. 


3. Resultados 


EI método desarrollado muestra una buena reproducibilidad para los estàndares 
internos (RSD del 9 % para MBM y 14 % para DCA). Los resultados dentro de vinos van del 5 al 
9 % para el MBM y del 7 al 14 % para el DCA. Estos resultados coinciden con un estudio previo 
en el que se utilizaron los mismo estàndares internos [3]. 


Los datos de la linealidad del método para algunos compuestos seleccionados puede 
observarse en la Tabla 1. Acido butirico, butirato de etilo, 1-butanol y 4-etilfenol mostraron 
una adecuada respuesta lineal en el rango estudiado. Otros métodos basados en DHS con 
condiciones parecidas al nuestro han encontrado respuestas lineales para decanoato de etilo 
en intervalos similares de concentracibén [4]. Es posible que el problema pueda estar 
relacionado con una mala solubilizacién del decanoato durante la adicién del patrén. 


En el caso del acetaldehido el ajuste lineal fue peor y los estàndares internos no 
mejoraban el error del ajuste. Una explicacién para la peor respuesta lineal en este caso puede 
deberse a una potencial interacciòn con el sulfuroso libre del vino. 
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Tabla 1. Valores de linealidad del método de angdlisis DHS en compuestos seleccionados 


Area absoluta 


25000 


20000 


15000 


5000 


Compuesto Rango lineal Ecuaciòn de R° 
(mg/l) regresiòn lineal 
Acido butirico 0,97 - 17,83 y=0,0105x+0,0242 ° 0,9952 
1-butanol 0,72 - 14.96 y=0,6219x+1.0814 Pl 0.9986 
4-etilfenol 0,34 - 6,27 y=0,0685x+0,0184 Ù 0,9995 
Butirato de etilo 0,12 - 2,45 y=2,0756x+0,5621 ° 0,9945 
Decanoato de etilo 0,08 - 1,46 y=1,5133x+0,1538 ° 0,9878 
Acetaldehido 1,55 - 16,39 y=610,87x+13143 © 0,9690 


°. area relativa de compuesto respecto a MBM frente a concentracién afiadida. °, area relativa de 
compuesto respecto a DCA frente a concentracién aftadida. “, area absoluta de compuesto frente a 
concentraciòn afiadida. 


Los diferentes comportamientos en el espacio de cabeza de volatiles representativos 
de diferentes familias quimicas pueden observarse en la figura 1. Es notable como los 
compuestos de volatilidad alta y polaridad baja (p.ej. ésteres etilicos o acetatos) presentan 
caidas exponenciales. Sin embargo, compuestos de mayor polaridad como los alcoholes de 
fusel permanecen esencialmente constantes en el espacio de cabeza. Un caso particular son 
los compuestos muy volatiles azufrados (metanotiol o sulfuro de dimetilo) que aumentan 
hasta la segunda extracciòn y después decaen. 
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Figura 1. Evoluciones de las compuestos en el espacio de cabeza del vino tinto crianza a lo largo del 
tiempo en 10 extracciones consecutivas. 
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4. Conclusiones 


EI método desarrollado es suficientemente sensible y reproducible para determinar la 
mayor parte de compuestos implicados en el aroma del vino. 


Los resultados obtenidos demuestran que la concentracibn en el HS de un compuesto 
determinado puede aumentar o disminuir a lo largo del tiempo, y que compuestos de 
diferentes familias quimicas se comportan de manera distinta. Esta informacién serà utilizada 
en posteriores trabajos para encontrar una explicacién al cambio en el perfil sensorial que se 
percibe cuando el vino evoluciona en la copa. 
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RESUMEN: 


Dentro de las técnicas de evaluacién sensorial para el desarrollo de nuevos productos, 
control de calidad, asi como en la investigaciébn de mercados, el andlisis descriptivo es el 
método més utilizado. Estos métodos clàsicos de andlisis sensorial descriptivo requieren de 
un extenso entrenamiento de catadores y son costosos. En consecuencia, no son muy 
aplicables en ciertas industrias como la vinicola, en donde la caracterizaciòn sensorial la 
realizan los propios enélogos. El objetivo de este trabajo es utilizar y comparar distintos 
métodos alternativos al andlisis sensorial descriptivo usando un grupo de consumidores 
para proporcionar un posicionamiento rapido de vinos, y asi evitar las etapas que consumen 
tiempo como el entrenamiento del panel. 


Palabras clave: Andlisis sensorial, consumidores, vinos 


1. Introducciòn 


Uno de los objetivos fundamentales de la industria agroalimentaria, y en concreto de la 
industria del vino, es la aceptacibén de sus productos por parte de los consumidores. Por esta 
razén el andlisis sensorial es una herramienta muy importante y la màs eficaz para evaluar las 
caracteristicas organolépticas de los productos a través de los sentidos. El instrumento de 
medida que se utiliza en la evaluacién sensorial es el ser humano, y los datos obtenidos 
dependen, en gran parte, de su buen estado de calibracién y funcionamiento, es decir, una de 
las claves son las personas que participan en ella. 


Dentro de las técnicas de evaluaciòn sensorial para el desarrollo de nuevos productos, control 
de calidad, asi como en la investigacién de mercados, el analisis descriptivo es el método màs 
utilizado (Lawless y Heymann, 2010). El objetivo de este método es describir las caracteristicas 
sensoriales de un producto y usar esas caracteristicas para cuantificar las diferencias 
sensoriales entre productos utilizando un grupo de catadores expertos, seleccionados por sus 
habilidades sensoriales, y entrenados para describir y evaluar sensorialmente diferencias entre 
productos. Sin embargo, en contrapartida al éxito de los resultados obtenidos, estos métodos 
clàsicos de andlisis sensorial descriptivo requieren de un extenso entrenamiento de catadores 
y son costosos (Varela y Ares, 2012). En consecuencia, no son muy aplicables en ciertas 
industrias como la vinicola, en donde la caracterizacién sensorial la realizan los propios 
enélogos. 
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Por lo tanto, existe una presién desde el punto de vista industrial para desarrollar métodos 
alternativos que eviten la necesidad de entrenar un panel de catadores entrenados, asi como 
recopilar informacién sensorial directamente de los consumidores (Faye et al., 2006). En este 
contexto, durante la ultima década han aumentado su popularidad el uso de varias 
metodologias de perfiles sensoriales con consumidores. 


Por ejemplo, realizar andlisis descriptivo con los consumidores, es decir, pidiéndoles que 
evalùen la intensidad de diferentes atributos sensoriales para que proporcionen una 
informacién similar a los perfiles sensoriales clàsicos realizados con catadores entrenados 
(Worch et al., 2010). 


Otra alternativa para obtener perfiles con consumidores es la aplicacién del Napping® con el 
objetivo de cuantificar percepciones individuales de similitud y disimilitud globales entre 
productos (Pagès, 2005). En esta metodologia a los consumidores se les pide que proporcionen 
la proyeccién, en un mantel de dos dimensiones, de un grupo de muestras de acuerdo con sus 
propios criterios de similitud. 


Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es comparar los resultados de distintos métodos 
alternativos al andlisis sensorial descriptivo usando un grupo de consumidores para 
proporcionar un posicionamiento ràpido de vinos, y asi evitar las etapas que consumen tiempo 
como el entrenamiento del panel. 


2. Material y métodos 


Un grupo de 21 consumidores no entrenados, pero con experiencia en la cata de vinos, y con 
edades comprendidas entre los 18 y los 45 afios, evaluaron 6 muestras de vino de la variedad 
Verdejo. Las pruebas se realizaron en la sala de cata de la ETSIIAA del Campus de Palencia 
(Universidad de Valladolid) y en cabinas individuales. Las 6 muestras se sirvieron 
aleatoriamente segùun un disefio de bloques completos, en copas para la degustaciòn de vinos 
segun la Norma UNE 87022:1992, con cédigos de tres cifras elegidos al azar. 


Para cada muestra, los consumidores evaluaron en primer lugar la aceptabilidad del color, 
olor, persistencia y aceptabilidad global utilizando una escala hedénica de 9 puntos. A 
continuacién los consumidores realizaron un andlisis descriptivo utilizando una ficha de cata de 
9 descriptores agrupados en fase visual (intensidad del color), fase olfativa (intensidad del olor) 
y fase en boca (volumen en boca, sabor àcido y amargo, fruta, hinojo, herbàceo y persistencia). 
Todos los atributos los evaluaron utilizando una escala no estructurada de 10 cm. Por ultimo, 
mediante la técnica del Napping®, los consumidores tenian que colocar las muestras de vino 
en una hoja en blanco de 40 cm x 60 cm segun sus propios criterios y segun la importancia 
relativa que cada consumidor quisiera dar, de tal manera que dos vinos estàn muy cerca si son 
percibidos como idénticos y distantes entre si si son percibidos como diferentes. 


EI analisis de los datos obtenidos en la prueba de aceptabilidad se realizé utilizando mapas de 
preferencia internos (MPI), y con los datos del andlisis descriptivo un anàlisis de componentes 
principales (ACP). En ambos casos se utilizé el programa Statgraphics Plus for Windows 4.0 
(Statistical Graphics Corp., Rockville, MD 20852-4999 USA). Los datos del Napping® se 
analizaron mediante angdlisis factorial multiple (AFM) usando el lenguaje R (R Development 
Core, 2007) y el paquete FactoMineR. 
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3. Resultados 


En la figura 1 se representa mediante MPI las relaciones entre los distintos vinos en funcién de 
la aceptabilidad del color, olor, persistencia y aceptabilidad global. Los vinos se localizaron 
perfectamente en la dimensiòn vectorial definida por las dos primeras componentes, las cuales 
explicaron el 93,01% de la varianza total. Se observa que los vinos 1 y 2 estàn agrupados y se 
caracterizan, al igual que los vinos 6 y 4, porque presentaron mayor aceptabilidad en todos los 
descriptores evaluados. Por otra parte las muestras de vino 3 y 5 forman otro subconjunto 
homogéneo. 
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Figura 1. Mapa de preferencia interno (MPI) de la prueba de aceptabilidad: representaciòn de 
muestras y atributos 
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Por otra parte, en la figura 2 se puede observar el diagrama de dispersién de las muestras de 
vino y de los descriptores sensoriales después de aplicar ACP. Las dos primeras componentes 
principales explican el 73,48% de la varianza total. Como en el caso anterior, los vinos 1 y 2 
aparecen agrupados y se caracterizan por una mayor intensidad de color y olor, mayor 
volumen en boca, sabor amargo y herbéceos. El vino 3 posee mayor sabor acido y a hinojo. Los 
vinos 4 y 5 mayor intensidad de fruta, y el vino 6 es el màs persistente. 
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Figura 2. Representaciòn del andlisis de componentes principales ACP) de los datos del anglisis 
descriptivo 


Finalmente, los vinos se ordenaron en cuatro grupos en las dos primeras dimensiones del AFM 
con los datos obtenidos con la técnica del Napping® (Fig. 3). AI igual que en la prueba de 
aceptabilidad (Fig. 1), aparecen dos subgrupos claramente diferenciados, los vinos 1 y 2 y, por 
otra parte, los vinos 3 y 5. Sin embargo, con esta prueba no se caracterizan los vinos desde el 
punto de vista sensorial, por lo que tendria que completarse con otros métodos de andlisis 
sensorial (Pagès, 2005). 
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Figura 3. Representaciòn de las muestras de vino en las dos primeras dimensiones del anàlisis 
factorial multiple (AFM) 


4. Conclusiones 

Los dos primeros métodos de anglisis sensorial (prueba de aceptabilidad y anàlisis descriptivo) 
proporcionan un perfil sensorial de las muestras y son capaces de discriminar entre muestras, 
lo que sugiere que ambas metodologias pueden detectar diferencias en la percepciòn de los 
consumidores. 


La informacién proporcionada por el método Napping® fue similar a la prueba de 
aceptabilidad, si bien con esta ùltima también se pueden caracterizar las muestras desde un 
punto de vista hedénico. Por lo tanto, se puede decir que los resultados de ambas 
metodologias mostraron mapas muy similares en la representacién de las muestras, lo que 
indica su alta concordancia. 
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RESUMEN: 


En este estudio hemos explorado la aplicacibn de inmunoensayos desarrollados en nuestro 
laboratorio para la determinacién multirresiduo de azoxystrobin, boscalid, cyprodinil, 
fenhexamid y pyrimethanil en vino. Se ha desarrollado un extenso muestreo de vinos 
comerciales de diverso tipo, procedencia geogràfica y variedad de uva. Los resultados 
obtenidos evidenciaron la presencia de fungicidas en el 38% de las muestras analizadas, con 
contenidos superiores a 10 ug/L. Se ha encontrado una interesante correlaciòn entre la 
concentracién de fungicidas en vinos y su origen, probablemente como consecuencia de las 
condiciones climatolégicas de cada zona y la mayor necesidad de tratamientos 
fitosanitarios. En definitiva, este estudio demuestra que la presencia de residuos de 
fungicidas en vinos puede ser fàcilmente monitorizada mediante técnicas inmunoquimicas. 


Palabras clave: Residuos, Fungicidas, Vino, Inmunoensayo, ELISA 


1. Introducciòn 


Azoxystrobin, boscalid, cyprodinil, fenhexamid y pyrimethanil son fungicidas de nueva 
generacién que se emplean asiduamente en el tratamiento de la vid para combatir y prevenir 
diversas plagas. Existen numerosos estudios que demuestran la presencia de residuos de estos 
compuestos en uva como consecuencia de su elevado uso, y que ponen de manifiesto que 
estos compuestos pueden ser transferidos posteriormente al mosto y al vino.!”? En la 
actualidad existen diversas metodologias analiticas disponibles para el andlisis de residuos de 
plaguicidas en vino, basadas principalmente en técnicas cromatogràficas.? EI empleo de 
inmunoensayos para realizar andlisis cuantitativos de residuos en alimentos està en auge, 
debido a la elevada sensibilidad y especificidad que proporcionan. Ademàs, no requieren de 
instrumentaciòn sofisticada y son portàtiles, por lo que pueden usarse en bodegas o incluso 
directamente en el campo. 


En este estudio hemos explorado la utilidad de los inmunoensayos de tipo ELISA 
(inmunoensayo enzimético sobre soporte sélido) para la determinacién multirresiduo de 
fungicidas en vinos. Para ello, se ha desarrollado un extenso muestreo de vinos embotellados 
comerciales, incluyendo muestras de muy diversa procedencia geografica, y elaborados con 
diferentes variedades de uva. 
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2. Materiales y métodos 


La concentraciòn de fungicidas se determinò por ELISA competitivo en formato 
indirecto empleando placas de 96 pocillos previamente tapizadas con 100 uL por pocillo de 
disolucién de conjugado de OVA en tampén carbonato (50 mM, pH 9.6) e incubacién durante 
toda la noche. Todas las etapas se Ilevaron a cabo a temperatura ambiente. Tras lavar las 
placas con NaCl 150 mM (conteniendo 0.05% v/v Tween 20) se adicionaron 50 uL por pocillo 
de patròn/muestra en agua y 50 uL por pocillo de anticuerpo especifico en PBST (tampòn 
fosfato 20 mM, pH 7.4, conteniendo NaCl 280 mM y 0.05% v/v Tween 20). Tras 1 h de reacciòn 
competitiva, las placas se lavaron, y a continuacién se adicionaron 100 uL por pocillo de 
anticuerpo secundario (HRP-RAM dilucién 1/2000 en PBST), dejando 1 h de reaccién. Se 
lavaron nuevamente las placas y se determinò la actividad peroxidasa retenida con 100 uL por 
pocillo de o-fenilendiamina (2 g/L) y H.0 (0.012% v/v) en tampòn de revelado (citrato 25 mM, 
fosfato 62 mM, pH 5.4). Tras 10 min se parò la reaccibn enzimàtica con 100 pL por pocillo de 
acido sulfùrico 1 M y se midiò la absorbancia a 492 nm. Las curvas de calibrado se ajustaron a 
un modelo sigmoideo logaritmico de cuatro paràmetros. Las muestras de vino se diluyeron 50 
veces con agua Milli-Q para eliminar el efecto matriz, y se analizaron por duplicado mediante 
el ELISA competitivo descrito empleando una placa independiente para el andlisis de cada 
fungicida. 


3. Resultados 


Un total de 250 botellas de vino de distinto tipo, procedencia, y variedad de uva 
empleada se adquirieron en supermercados y tiendas especializadas para determinar la 
presencia y concentraciòn de los fungicidas azoxystrobin, boscalid, cyprodinil, fenhexamid y 
pyrimethanil. Las muestras de vino incluyeron 134 tintos, 96 blancos, y 20 rosados, siendo 35 
de ellos espumosos. Los paises de procedencia fueron: Espafia (n = 80), Francia (n = 33), Italia 
(n = 29), Argentina (n = 27), Chile (n = 23), Alemania (n = 14), Portugal (n = 12), EEUU (n = 9), 
Australia (n = 7), Sudafrica (n = 4), Austria (n = 4), y otros (n = 10). Un 65% eran 
monovarietales, mientras el resto empleaban una mezcla de distintas uvas. Las variedades de 
uva mayoritarias fueron cabernet sauvignon (15.2%), tempranillo (14.8%), chardonnay (12.4%), 
merlot (10.4%), garnacha tinta (5.6%), malbec (5.6%) y riesling (5.2%). 


EI limite de cuantificacién (LOQ) de fungicidas en vino de los ensayos utilizados es de 
10 ug/L. En total 120 muestras de vino (38%) contenian residuos de los fungicidas evaluados 
por encima del LOQ. El nùmero de fungicidas diferentes encontrados en una misma muestra 
fueron: uno (23.5%), dos (10.5%), tres (3.8%), y cuatro (0.3%). La Tabla 1 muestra un resumen 
de los resultados obtenidos segun el tipo de vino. 


Tabla 1 
Presencia y concentracién de fungicidas en los vinos analizados. 

[Residuo] (ug/L) Muestras positivas (%) 
Fungicida Màxima Media Total Tinto Blanco Rosado Espumoso 
Azoxystrobin 54 30 1.2 2.2 Es i = 
Boscalid 136 32 19.2 13.4 28.1 15.0 18.2 
Cyprodinil 88 25 6.8 11.2 2.1 Ea = 
Fenhexamid 267 48 13.8 17.2 22.9 10.0 18.2 
Pyrimethanil 920 69 22.4 17.2 31.3 15.0 30.3 
Total 967 71 44.4 42.5 52.1 20.0 36.4 


° Concentracién menor de 10 ug/L. 
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La concentraciòn maxima de residuos encontrada para cada fungicida fue de 920 ug/L 
pyrimethanil, 267 ug/L fenhexamid, 136 ug/L boscalid, 88 ug/L cyprodinil, y 54 pug/L 
azoxystrobin. Siendo los fungicidas méàs frecuentemente encontrados pyrimethanil (22%), 
boscalid (19%), y fenhexamid (19%). Respecto a la presencia de funguicidas por tipo de vino, el 
porcentaje de presencia de los fungicidas evaluados oscila entre 20% en vinos rosados y 52% 
en vinos blancos. Como muestra la Tabla 1, se observaron diferentes porcentajes de presencia 
considerando cada fungicida individualmente, debido probablemente a que la transferencia 
del fungicida de la uva al vino depende fuertemente del proceso de vinificacién. 


Figura 1 
Presencia y concentraciòn media de residuos de fungicidas en vino segun su origen. 
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Las muestras analizadas fueron clasificadas segùn su paîs de origen y como se puede 
ver en la Figura 1, los vinos que mostraron una mayor frecuencia de residuos de fungicidas 
procedian de: EEUU (89%), Alemania (79%), Francia (76%) y Austria (75%), mientras que los 
vinos producidos en Italia, Chile, Portugal y Espafia tenian una menor incidencia de residuos 
(33-41%). Finalmente, vinos de Australia (14%), Argentina (7%), y Sudafrica (0%) mostraron los 
menores porcentajes de presencia de los cinco fungicidas analizados. La incidencia de plagas 
producidas por hongos depende fundamentalmente de factores climatolégicos, asi que el 
tratamiento fitosanitario para asegurar la calidad de la uva serà més intenso en aquellas zonas 
con clima més desfavorable (hùmedo y frio), lo que aumenta la probabilidad de encontrar 
residuos de fungicidas en el vino. 


Otro parametro evaluado fue la concentracién media de residuos en las muestras 
positivas (Figura 1). Los vinos procedentes de Francia mostraron la concentraciébn media més 
elevada (109 ug/L), aunque también hay que hacer hincapié en los elevados valores promedio 
encontrados para vinos portugueses (93 pug/L) y espafioles (89 ug/L), a pesar de la 
relativamente baja presencia de fungicidas. 


Asimismo, los resultados se clasificaron segun la variedad de uva empleada (Figura 2). 
Para ello solo se consideraron vinos monovarietales y también mezclas tipicas de 
denominaciones de origen (DO) tradicionales como: Bordeaux (cabernet franc, cabernet 
sauvignon, y merlot), Champagne (chardonnay, pinot meunier, y pinot noir), Cava (macabeo, 
parellada, y xarello) y Rioja (garnacha tinta, tempranillo, y mazuelo/graciano). De este estudio 
destaca la presencia de residuos en el 100% de vinos elaborados con uva mencia y las mezclas 
de uva caracteristica de DO Champagne y Bordeaux, asî como porcentajes elevados para uva 
riesling (92%), sauvignon blanc (80%) y pinot noir (75%). Los vinos elaborados con uvas tipo DO 
Rioja mostraron residuos en el 58% de las muestras. La incidencia de los cinco fungicidas 
analizados en vinos producidos a partir de uva chardonnay, cabernet sauvignon, tempranillo, 
merlot y pinot gris fue del 20 al 39%. Finalmente, indicar que los vinos elaborados con uva 
lambrusco, malbec, torrontés y mezcla tipica de DO Cava no presentaron residuos de los cinco 
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fungicidas estudiados. Respecto a la concentracién promedio, cabe destacar los elevados 
valores encontrados en vinos elaborados con mezcla de uva tipica de DO Champagne (164 
ug/L) y Bordeaux (130 ug/L). 


Figura 2 
Presencia y concentracién media de residuos de fungicidas en vino segun variedad de uva. 
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4. Conclusiones 


Los inmunoensayos pueden ayudar a las bodegas a controlar la calidad de sus vinos y 
del proceso productivo, enfocando los andlisis hacia aquellos productos fitosanitarios 
empleados en campo. En este estudio, se ha realizado un muestreo de 250 vinos embotellados 
de diferente tipo, procedencia y variedad de uva y se ha evaluado la presencia de residuos de 
fungicidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto una contaminaciòn generalizada y 
global de los vinos con residuos de fungicidas, que en muchos casos son superiores a 100 ug/L. 
Los niveles encontrados estàn en consonancia con anteriores estudios, y ponen de manifiesto 
que, si bien el problema de salud publica es limitado, los consumidores estàn preocupados y 
las bodegas deberian esforzarse por mejorar este producto de tan alto valor afiadido. 
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RESUMEN: 


En este estudio presentamos los inmunorreactivos que ha producido nuestro grupo de 
investigacién y los respectivos inmunoensayos que se han desarrollado para el andlisis de 
residuos de sustancias de uso agroquimico de distintas familias, como estrobilurinas, 
anilinopirimidinas, o inhibidores de la succinato deshidrogenasa. El empleo de 
inmunoensayos tipo ELISA (inmunoensayos enzimaticos sobre soporte sélido), permite la 
determinacién simple, rapida, sensible y especifica de residuos quimicos en alimentos. Los 
métodos desarrollados se han validado para el analisis de distintos alimentos en términos 
de sensibilidad, exactitud, precisién y robustez. 


Palabras clave: Plaguicidas, ELISA, Anticuerpo, Seguridad Alimentaria 


1. Introducciòn 

Con el objetivo de aumentar el rendimiento de las cosechas se requiere un uso 
intensivo de plaguicidas, los cuales pueden permanecer en los alimentos constituyendo un 
factor de riesgo toxicolégico. Atencién especial requieren los fungicidas, que frecuentemente 
son aplicados en las etapas finales antes de la recoleccién e incluso en etapas poscosecha, lo 
cual hace més probable la presencia de residuos de estos compuestos en los alimentos. En 
consecuencia, la UE ha establecido niveles màximos de residuos permitidos, y peribdicamente 
se realizan estudios de monitoreo de distintas familias de alimentos, lo que requiere el andlisis 
de un elevado numero de muestras.® El empleo de inmunoensayos para garantizar la seguridad 
alimentaria està ampliamente extendido como herramienta de cribado, pero también pueden 
proporcionar informacién cuantitativa de la concentracién de fungicidas presentes en 
alimentos con elevada exactitud y precisién. Para ciertas aplicaciones, los inmunoensayos en 
formato ELISA (inmunoensayo enzimàtico sobre soporte sélido) presentan grandes ventajas 
frente al empleo de métodos tradicionales cromatogréficos, lo que los hace atractivos para su 
uso en laboratorios con escasa instrumentacién e incluso directamente in situ. 


En este estudio presentamos los inmunorreactivos que ha producido nuestro grupo de 
investigacibn y los respectivos inmunoensayos que se han desarrollado y validado para el 
andlisis de residuos de fungicidas de nueva generaciòn y otros productos fitosanitarios en una 
gran variedad de alimentos. 
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2. Materiales y métodos 

Un gran numero de haptenos han sido disefiados y sintetizados, tomando como 
modelo la molécula diana a la que se le ha afiadido un brazo espaciador (una cadena 
hidrocarbonada lineal de 2 a 6 carbonos) funcionalizado con un grupo carboxilo para su 
conjugacién posterior a proteinas. Con el objetivo de alcanzar la mejor respuesta 
inmunoquimica posible se prepararon varios derivados funcionalizados de cada fungicida con 
diferente posicién del espaciador. 

Los haptenos se activaron con N,N°-disuccinimidil carbonato y se acoplaron 
covalentemente a distintas proteînas: albUmina sérica bovina (BSA) para su empleo como 
inmunégeno, y ovoalbumina (OVA) y peroxidasa de ràbano picante (HRP) para su empleo 
como antigenos de ensayo. Todos los bioconjugados fueron purificados y su relaciòbn molar 
hapteno-proteina se evaluò espectrofotométricamente o por MALDI-TOF-MS. 


Los anticuerpos policlonales se obtuvieron por purificacién del suero tras inmunizar 
conejos, y los anticuerpos monoclonales mediante la tecnologia de hibridomas a partir de 
linfocitos de ratones inmunizados.? 


Los inmunoensayos tipo ELISA se desarrollaron empleando el formato directo de 
anticuerpo inmovilizado, y el formato indirecto de conjugado inmovilizado. Para ello se 
optimizaron las concentraciones de inmunorreactivos para obtener simultàneamente la 
màxima sefial y la mayor sensibilidad posible. A continuaciòn se evaluò la robustez del ensayo 
frente a variaciones del pH, fuerza iénica y presencia de disolventes orgànicos. La selectividad 
del inmunoensayo fue confirmada por estudios de reactividad cruzada frente a compuestos 
andlogos o de la misma familia y otros agroquimicos potencialmente presentes en el alimento. 


Las muestras liquidas fueron analizadas directamente tras una dilucibn con agua, 
mientras que para las muestras sélidas fue necesaria una extraccién basada en el método 
QUECNERS.? Los métodos inmunoquimicos propuestos fueron validados siguiendo las 
directrices establecidas por la UE (SANCO/12571/2013),% usando muestras fortificadas a 
diferentes niveles de concentracién para evaluar la precision y exactitud del método. 
Adicionalmente, se analizaron muestras reales por el inmunoensayo propuesto y por un 
método de referencia (GC-MS o LC-MS-MS) obteniendo resultados estadisticamente 
comparables. 


3. Resultados 

En la actualidad, nuestro grupo de investigacién ha desarrollado y validado diferentes 
inmunoensayos para el andlisis de residuos de los siguientes agroquimicos: azoxystrobin, 
pyraclostrobin , kresoxim-methyl, trifloxystrobin, picoxystrobin , forchlorfenuron, fenhexamid, 
cyprodinil, pyrimethanil, boscalid y fludioxonil. Diferentes alimentos han sido evaluados, desde 
muestras liquidas como zumos, mosto, vino, cerveza y sidra; hasta muestras sélidas como 
frutas, hortalizas, harinas y mermeladas. En la Tabla 1 se muestra en detalle los ensayos 
desarrollados y la elevada sensibilidad obtenida, con limites de cuantificacién (LOQ) entre 1 y 
100 ug/Kg, dos o tres érdenes de magnitud por debajo de los limites méàximos de residuos 
(LMR) establecidos por la Unién Europea.! 


Adicionalmente, también se han producido inmunorreactivos especificos de 
mepanipyrim, proquinazid, penthiopyrad, fluopyram, y fluxapyroxad, los cuales se estàn 
caracterizando y se estàn empleando en el desarrollo de inmunoensayo para el andlisis de los 
residuos de estas sustancias en alimentos de interés. 
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Tabla 1. Inmunoensayos desarrollados y validados para el andlisis de residuos en alimentos. 


Analito Anticuerpo Alimento LOQ (ug/Kg) LMR (ug/Kg) 
Azoxystrobin mAb AZo#49 Zumo tomate 3 3000 
Zumo melocotén 2 2000 
Zumo uva tinta 2 2000 
Zumo de plàtano 5 2000 
Fresa 4 10000 
Pyraclostrobin mAb PYs#14 Zumo uva tinta 10 1000 
Zumo manzana 10 300 
mAb PYs#11 Mermelada fresa 50 1000 
Mermelada frambuesa 50 2000 
Mermelada aràndano 50 3000 
Mermelada albaricoque 50 200 
Mermelada melocotòn 50 200 
Kresoxim-methyl mAb KMo#117 Tomate 10 500 
Pepino 10 50 
Fresa 10 1000 
Trifloxystrobin mAb TFo#17 Tomate 10 500 
Pepino 10 200 
Fresa 10 500 
Picoxystrobin mAb PCa#21 Harina trigo 25 200 
Harina maîz 25 50 
Harina avena 50 200 
Harina cebada 25 200 
Harina soja 50 50 
pAb rPCo#1 Brotes soja 5 50 
mAb PCa#13 Cerveza 100 200 
Forchlorfenuron mAb p6#42 Kiwi 5 50 
mAb s3#51 Uva 5 50 
Mosto uva 5 50 
mAb p6#42 Kiwi 17 50 
Uva 17 50 
Fenhexamid mAb FHo#27 Mosto tinto 75 5000 
Mosto blanco 30 5000 
Vino 75 5000 
Kiwi 10 10000 
Fresa 25 5000 
Cyprodinil pAb rCDp#2 Zumo manzana 20 1000 
Zumo uva tinta 20 5000 
Vino blanco 1 5000 
Vino tinto 5 5000 
Sidra 1 1000 
mAb CDm#21 Fresa 10 5000 
Pyrimethanil pAb rPMp#1 Zumo zanahoria 40 1000 
mAb PMm#31 Fresa 50 5000 
Tomate 5 1000 
Pepino 5 1000 
Boscalid pAb rBLa#1 Mosto uva 10 5000 
Zumo melocotén 50 3000 
Zumo manzana 10 2000 
Zumo tomate 10 3000 
pAb BLb#2 Tomate 5 3000 
Pepino 5 3000 
Fludioxonil mAb FDn#23 Zumo manzana 5 5000 
Mosto uva tinta 5 5000 


Abreviaturas: LMR, Limite màximo de residuos; LOQ, limite de cuantificacién; mAb, anticuerpo monoclonal; 
pAb, anticuerpo policlonal. 
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Las ventajas que ofrecen los inmunoensayos tipo ELISA, frente a los métodos 
tradicionales, basados principalmente en métodos cromatogràficos, son multiples, de las que 
podemos destacar: 

e Simplicidad y bajo coste. No requieren tratamiento complejo de la muestra, ni 
operadores cualificados, lo que reduce costes operativos. 

e  Sensibilidad y selectividad. Ofrecen una excelente sensibilidad y selectividad 
comparable a técnicas de referencia como LC-MS-MS. 

e Robustez y portabilidad. Los inmunoensayos presentan una elevada robustez, 
que junto a su caràcter portàtil permiten su empleo in situ. 

e Frecuencia de anglisis. El minimo tratamiento previo de la muestra y el empleo 
de placas de 96 pocillos, permite el andlisis simultàneo de un elevado numero 
de muestras por hora. 


4. Conclusiones 

En los ultimos afios, hemos generado una extensa coleccién de haptenos 
funcionalizados, bioconjugados y anticuerpos que estàn actualmente disponibles para el 
desarrollo de diversas herramientas analiticas como inmunoensayos, inmunosensores o 
sistemas de purificacibn y concentracién basados en columnas de inmunoafinidad. Hasta la 
actualidad se han desarrollado, optimizado y validado diversos inmunoensayos tipo ELISA para 
el andlisis de residuos de sustancias de uso agroquimico en alimentos de relevancia. Nuestra 
extensa experiencia en este campo nos permite asegurar la viabilidad de los inmunoensayos 
para su empleo en laboratorios de control de calidad no solo como métodos de cribado, sino 
también como métodos que permiten cuantificar xenobiéticos en alimentos de manera exacta 
y precisa. 
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RESUMEN: 


Los aminoàcidos de los mostos tienen un efecto importante sobre el aroma final del vino 
por ser precursores de alcoholes superiores. El objetivo de este trabajo es describir el perfil 
de aminoàcidos de una variedad tinta (Brancellao) durante dos campafias consecutivas, asi 
como el contenido en alcoholes superiores de vinos elaborados con esta variedad. La 
determinacién de aminoacidos se Ilevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta 
resolucién, siendo arginina y glutamina, los dos màs abundantes en el mosto. Los vinos de 
2013 destacaron por su elevado contenido en metanol y 2-feniletanol, compuesto que 
aporta aroma de rosas. El contenido en aminoàcidos en mostos varié fuertemente en 
funcién de las condiciones climàticas de cada afio. 


Palabras clave: Brancellao, aminoàcidos, vino tinto, aroma, alcoholes superiores 


1. Introducciòn 


Los aminoàcidos de la uva, y consecuentemente del mosto, constituyen una fuente de 
nitrégeno primordial para el crecimiento y desarrollo de las levaduras durante la fermentaciòn 
alcohélica, influyendo en las caracteristicas organolépticas del vino. Los alcoholes superiores, 
compuestos volatiles que forman parte del aroma del vino, derivan del metabolismo de los 
aminoàcidos a partir de la reacciébn de Ehrlich [1]. Por tanto, el estudio del contenido en 
aminoécidos del mosto resulta relevante para estimar el perfil aromatico de un vino [2]. 


Brancellao, variedad tinta cultivada en la Denominacién de Origen (DO) Ribeiro 
(Galicia, Espafia), permite la obtencibn de mostos con un alto contenido en azùucares y una 
acidez media, produciendo vinos aromàticos, con cuerpo, grasos y untuosos [3]. 


EI objetivo del presente trabajo fue describir el perfil de aminoàcidos de la variedad 


tinta Brancellao durante dos afios consecutivos. Asimismo, se ha determinado el contenido en 
alcoholes superiores que presentaban los vinos elaborados a partir de esta variedad. 
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2. Material y métodos 


EI experimento se realizé en una finca cultivada con Vitis vinifera L. var. Brancellao 
dentro de la Estacién de Viticultura y Enologia de Galicia (EVEGA), situada en Leiro (Ourense), 
durante dos campafias consecutivas. 


Durante el ciclo de cultivo (abril a octubre), se registraron un total de 352,8 mm de 
precipitacibn en 2012 y 269 mm en 2013. Ademés, la temperatura media anual fue de 17,2 2C 
y 17,9 2C, para 2012 y 2013, respectivamente. Por lo tanto, las condiciones climàticas fueron 
ligeramente diferentes entre ambas campafias, siendo la primera més Iluviosa que la segunda. 


Las uvas se vendimiaron manualmente y se Ilevaron a la bodega experimental de la 
EVEGA, donde se realizaron microvinificaciones (tres repeticiones cada afio de estudio), 
utilizando los procedimientos habituales para la elaboracién de vinos tintos. 


En los mostos se analizaron los siguientes paràmetros: grado alcohélico probable, 
acidez total, pH, àcidos malico y tartàrico; y en los vinos: grado alcohélico adquirido, acidez 
total, pH, icidos malico y tartàrico, empleando un multianalizador automatico calibrado segun 
los métodos oficiales [4]. 


Siguiendo la metodologia descrita por Garde-Cerdàn et al. [5], se Ilevé a cabo la 
determinacién de un total de 22 aminoàcidos y del ibn amonio en los mostos y vinos de la 
variedad Brancellao mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con 
derivatizaciòn previa de la muestra y deteccién por absorcién de radiaciòn ultravioleta (DAD) a 
longitudes de onda de 269 y 280 nm. 


EI anglisis de alcoholes superiores en los vinos se Ilevé a cabo mediante inyecciòn 
directa de 2 uL de muestra en un cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de Ilama 
(FID). Las determinaciones se realizaron por triplicado. 


Los datos obtenidos se sometieron a un angdlisis de varianza de una via considerando 
como factor de variacibn la campafia de estudio, empleando el software Statistical Product 
and Service Solutions (SPSS), versién 11.5. 


3. Resultados 


Los paràametros de los mostos (Tabla 1) reflejan el efecto de las condiciones climàticas 
ya que, en 2013, la uva se vendimiò con més grado por ser una campafia més seca y calida. No 
hubo diferencias significativas para estos paràmetros entre las campafias. Los mostos del afio 
2013 fueron ligeramente més dcidos que el afio anterior debido a un mayor contenido en 
àcidos malico y tartàrico. 


EI contenido total en aminoécidos en los mostos fue bastante més elevado en 2012, 
probablemente debido a las diferentes condiciones climàticas ocurridas en cada uno de los 
afios estudiados, tal y como ya han apuntado otros autores para otras variedades [6]. Todos 
los aminoàcidos presentaron un mayor contenido en los mostos de 2012, excepto dos: 
glutamina y cisteina. Sin embargo, no se han detectado diferencias significativas entre 
campafias para la suma de aminofàcidos. 
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Se ha comprobado que los aminoàcidos màs abundantes en los mostos de la variedad 
Brancellao son arginina y glutamina. Se considera que la arginina es el aminoàcido mayoritario 
en uvas [7]. 


Tabla 1. Parametros bésicos de mostos de Brancellao para cada campafia estudiada. 


Afio Grado probable | Acidez sota pH Acido malico Acido cartariro Aminoacidos 
(% vol.) (gL") (gL) (gL) totales (mg L') 

2012 13,3a 5,9a 3,23 a 1,6 a 6,6 a 520,1 a 

2013 13,9a 6,3 a 3,23 a 2,1a 7,3a 402,6 a 


Letras iguales en las columnas indican ausencia de diferencias significativas a p < 0,05. 


En los paràmetros bésicos analizados en los vinos (Tabla 2) se cumple lo observado en 
los mostos. Los vinos de 2013 fueron màs àcidos ya que el contenido en àcidos médlico y 
tartàrico es mayor que en los vinos de 2012. No se detectaron diferencias significativas entre 
los distintos parametros quimicos excepto para el grado alcohélico. 


Con respecto al contenido total de aminoàcidos en vinos, la cantidad fue màs elevada 
en el afio 2012 que en 2013, resultando ser significativamente diferentes. Todos los 
aminoéàcidos presentaron diferencias significativas entre los dos afios con excepcién de serina, 
glutamina, glicina y ornitina, ademés del ibn amonio. 


Tabla 2. Parametros bàsicos de vinos de Brancellao para cada campafia estudiada. 


Grado Acidez Acido Acido Aminoàcidos | Alcoholes 
Afio | alcoholico total pH méalico tartàrico totales superiores 

(% vol.) (g 1) (g 1) (g 1) (mg 1°) (mg L°) 
2012 14,5 b 5,4 a 3,53 a 0,6 a 2,1a 49,5 b 414 a 
2013 13,0a 6,3a 3,52 a 1,5a 3,0a 37,8 a 461b 


Letras iguales en las columnas indican ausencia de diferencias significativas a p < 0,05. 


En cuanto a los compuestos volatiles, el contenido total en alcoholes superiores es 
significativamente mayor en los vinos de 2013. Los alcoholes que no presentaron diferencias 
significativas en su concentracién entre campafias fueron metanol e isopropanol. Destacò el 
elevado contenido en metanol, 2-metil-1-butanol y 2,3-butanodiol que poseen los vinos 
obtenidos con esta variedad. 


4. Conclusiones 


Los paràametros quimicos bésicos analizados en los mostos y vinos obtenidos de la 
variedad Brancellao, no presentaron diferencias significativas entre campafias, excepto para el 
grado alcohélico de los vinos. Sin embargo, tanto los mostos como los vinos obtenidos 
presentaron diferencias significativas en la concentracién de algunos aminofàcidos entre 
campafias. Estas diferencias pueden deberse a las condiciones climàticas dominantes en cada 
uno de los afios estudiados. El contenido en alcoholes superiores de los vinos ha sido 
ligeramente mayor en 2013. 


Este es el primer estudio sobre el perfil de aminoécidos de esta variedad tinta 
autbctona de Galicia. Los resultados obtenidos indican el gran potencial que presenta esta 
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variedad para producir vinos aromaticos, si bien esta potencialidad se ve influida por otros 
factores y seràn las técnicas de vinificacién las que permitan obtener su maxima expresiòén. 
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RESUMEN: 


Los cambios en las propiedades aromàticas ligadas a procesos de oxidacién de un vino estàn 
muchas veces relacionados con la cantidad de aldehfdos presentes. Dichos aldehidos 
pueden liberarse de sus complejos no volàtiles con el SO, o formarse por oxidacién directa a 
partir de sus diversos precursores. Se ha perfeccionado un procedimiento para la 
determinacién de la formacién de aldehîdos “de novo” y se ha estudiado el efecto de la 
dosificaciétn de oxigeno en dicho proceso. Para ello se ha comparado en 4 vinos de 
diferentes caracteristicas, la disposicién “ad libitum” de oxigeno durante 7 dias frente a una 
microoxigenacién controlada durante 6 semanas. 


Palabras clave: Aldehfdos, oxidaciòn, anhidrido sulfuroso 


1. Introducciòn 


Los adehidos son el conjunto de moléculas méàs diverso desde el punto de vista 
sensorial en el vino, jugando un papel relevante en su calidad. Los cambios en las propiedades 
aromaticas ligadas a procesos de oxidacién estàn muchas veces relacionados con la formacién 
de dichos aldehfdos (1). En el caso del vino, el metional, el fenilacetaldehido y el acetaldehido 
son los componentes con mayor responsabilidad en esta evolucién del aroma, 
transforméandolo de fruta fresca a fruta pasa y dando lugar finalmente a vino oxidado. 


También se sabe que los aldehidos forman complejos estables con el SO, en forma de 
combinaciones bisulfiticas no volàtiles y por lo tanto no aromaticas (2). Una vez terminada la 
vinificacibn, estos complejos no volàtiles actùan como una reserva de aldehidos, 
desplazàndose el equilibrio hacia la forma libre conforme el SO; desaparece por oxidacién. AI 
romperse los complejos, los aldehidos se liberan, contribuyendo a la aparicién de notas 
oxidadas (3). Ademàs los vinos pueden formar aldehfdos por oxidacién directa de sus diversos 
precursores (formaciòn “de novo”), una vez que el SO; libre sea inferior a 5 mg/l (4). 


EI objetivo fundamental del presente trabajo fue perfeccionar un procedimiento para 
la determinacién de la formacién de aldehidos “de novo” durante la oxidacién del vino y 
controlar la evolucién del resto de compuestos carbonilicos. Por otra parte, se estudiò el 
efecto de la dosificacién de oxigeno en dicha formaciòn. 
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2. Material y métodos 


2.1. Estàndares, disolventes, reactivos y muestras 

Los estàndares puros (>99%) han sido adquiridos en Aldrich (Madrid, Espafia), Fluka 
(Madrid, Espafia), ChemService (WestChester, PA, USA) y Firmenich (Suiza). 

EI etanol LiChrosolv calidad de cromatografia liquida fue proporcionado por Merk 
(Darmstadt, Alemania), el acido tartàrico 99%, glicerol (99.5%), 1,2-propanodiol por Panreac 
(Barcelona, Espafia), el hidréxido de sodio 99% por Scharlau (Barcelona, Espafia) y el glioxal al 
40% en agua por Aldrich (Madrid, Espafia). El agua fue purificada en un sistema Milli-Q de 
Millipore (Berford, Alemania). 

El vino sintético se compone de 11% (v/v) de etanol, 5 g/L de àcido tartàrico, 10 g/L de 
glicerol, 1,5 % (v/v) de 1,2-propanodiol y se ajustò hasta pH 3,5 con hidréxido de sodio 1M. 


2.2. Vinos 

Se seleccionaron 4 vinos (tres tintos y un blanco) de diferentes Denominaciones de 
Origen espafiolas por sus diversas caracteristicas. 

Tintos: Campo de Borja (Garnacha, 2009, Tinto reserva, 14% v/v), Rioja (Tempranillo, 
2010, Tinto reserva, 13.5 % v/v), Ribera del Duero (Tempranillo, 2013, Tinto joven roble, 13.5 
% v/v). Blanco: Rueda (Verdejo, 2013, 12.5% v/v). 


2.3 Metodologia 

Se abrieron dos botellas de cada vino dentro de una camara de atmésfera controlada 
con argòn, Jacomex (Dagneux, Francia), que asegura un medio con concentracién de oxigeno 
inferior a 0,002%. El contenido de las botellas se mezclé en el interior de la camara facilitando 
asi su saturacién en argén. Se realizaron los andlisis iniciales, y el resto del volumen de vino se 
dividiò en dos fracciones, cada una de ellas fue destinada a uno de los dos sistemas de 
oxidacién. 

Oxidacién “ad libitum”. Se adicionaron 300 mL de vino a botes de pyrex con un espacio 
de cabeza de aire de 300 mL. Cada vino se preparò por duplicado y todos los botes se sellaron 
con cola blanca para asegurar su estanquidad. Los botes se incubaron a 402C durante 7 diîas. 

Microoxigenaciòn: En el interior de la camara en ausencia de oxigeno, se adicionaron 
300 mL de vino a botes de poliestireno de permeabilidad predeterminada experimentalmente 
(3,89 mg/L dia a 402C) con un espacio de cabeza inicial de argén de 300 mL. Cada vino se 
preparò por duplicado y todos los botes se sellaron con cola blanca para asegurar su 
estanquidad a través del cierre. Los botes se incubaron a 402C durante 6 semanas. 

Todos los botes (pyrex y microoxigenadores) Ilevaban un sensor Pst6 (PreSens, 
Alemania) colocado en la zona del espacio de cabeza. Cada dia se controlò el consumo de 
oxigeno con el analizador Nomasense (Nomacorc S.A., Bélgica). Para el sistema ad libitum el 
calculo del oxigeno consumido ha sido la diferencia entre el oxigeno inicial y el medido cada 
dia. Para los microoxigenadores se calculò como la diferencia entre el oxigeno permeado y el 
medido. 


Los analisis que se Ilevaron a cabo al inicio y final del proceso de oxidaciòn fueron: 
indice de polifenoles totales (IPT) estimados con la absorbancia a 280 nm (5); absorbancia a 
320 nm, 420 nm y 520 nm; aldehidos libres y totales mediante la microextraccién en fase 
sélida del espacio de cabeza y su anglisis por cromatografia de gases acoplada a 
espectrometria de masas (HS-SPME-GC-MS) (3); sulfuroso libre y total y acetaldehido libre y 
total. Para el andlisis de éstos dos Ultimos se utilizé un método basado en andglisis directo del 
espacio de cabeza (HS-GC-MS). La cuantificaciébn en aminoécidos y metales (Mn y Zn) se Ilevò a 
cabo sélo en el momento inicial (6-7). 
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3. Resultados 


Se han evaluado los distintos sistemas de oxidacién (ad libitum y microoxigenacién) a 
través de diversos paràmetros calculados en base a los resultados obtenidos de concentracién 
de aldehidos, oxigeno consumido y SO;. La Tabla 1 presenta la formacién de novo de aldehido 
calculada como la diferencia de aldehîdo total en el momento final y aldehido total en el 
momento inicial. Puesto que en ambos procedimientos se aportò el oxigeno de diferente 
forma, se han normalizado los datos por mg/L de oxigeno consumido. El tercer parametro 
considerado es la normalizacién de la formacién de aldehido descontando la cantidad de 
oxigeno invertido en oxidar el SO). 


Tabla 1. Rango de formaciòn de novo de aldehfdos (ug/L), formacién por mg/L de 
oxigeno consumido y formacién por mg/L de oxigeno consumido descontando la cantidad de 
oxigeno invertido en oxidar el SO). 


Formaci6n/0, Formacién/0,; consumido no invertido 
Formaciòn de novo consumido en s0,î 
ad 
libitum  microox. adlibitum microox. ad libitum microox. 
ma ma ma ma 
min x min x min x min x min max min max 
18, 18, 0,4 30, 1,8 0,0 04 
Acetaldehido® —3° 519-145 3 1 8 731 1,13 0,02 0,54 
3,1 10, 24, 70, 0,8 0,5 13 
Isobutanal 4 1 2 2 0,37 0 2 1 0,49 2,04 0,78 1,57 
0,3 1,4 2,0 0,0 0,0 0,1 
2-Metilbutanal 6 3 7 10 0,04 9 4 9 0,08 0,23 0,08 0,23 
Isovaleraldehî 16, 39, 74, 18 2,) 12 34 
do 9 2 3 1 1,35 5 0 2 2,24 3,39 1,38 4,85 
1,1 34 59 16, 0,2 0,1 0,3 
Metional 7 9 4 1 0,14 5 0 0 0,21 0,63 0,11 0,43 
Fenilacetaldeh 16, 44, 54, 11 2,2 0,8 2,3 
ido 7 9 8 1 1,90 9 9 7 2,68 5,12 1,02 4,82 


®Los resultados del acetaldehido se presentan en mg/L 
©)Resultados mostrados sélo para vinos tintos 


En ambos sistemas de oxidacién las concentraciones de SO, libre fueron inferiores a 5 
mg/L y como se observa en la Tabla 1, se ha logrado en ambos casos Ilegar hasta el punto en el 
que comienza la formacién de aldehidos de novo. Cabe destacar la desaparicién del 
acetaldehfdo, como ya se ha observado para otros aldehidos previamente (4), méàs acusado en 
la oxidaciòn ad libitum. 


EI sistema ad libitum, a priori màs sencillo, fue màs impreciso a la hora de controlar el 
oxigeno en el espacio de cabeza del bote y por esa razén su consumo ha sido corregido en 
términos de incremento de absorbancia a 420 nm. Este tipo de correcciones han sido validadas 
v anteriormente utilizadas (8). El consumo de oxigeno en condiciones ad libitum oscilò entre 8- 
22 mg/L, mientras que para los microoxigenadores fue de 47-65 mg/L. 


La Tabla 1 muestra que la formacibn neta ha sido mayor en los microoxigenadores 
mantenidos 6 semanas a 402C. Cuando esta formacién se normaliza con el oxigeno consumido 
las diferencias se minimizan, y todavia se minimizan més e incluso se invierten en algunos 
casos cuando se tiene en cuenta el oxigeno invertido en oxidar el sulfuroso. Este resultado 
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sorprende ya que en funcién de estos datos podria plantearse la hipétesis de que la formacién 
de aldehidos es independiente del sistema de oxidacién que se ha usado. 


4. Conclusiones 


En ambos sistemas de oxidaciòn se ha alcanzado la formacién de aldehidos de novo. 
No se ha observado un efecto claro de la dosificacién del oxigeno sobre la formacién de 
aldehidos una vez normalizados los datos. Sin embargo, los microoxigenadores ofrecieron 
mejor precisibn en la medida del oxifgeno en el espacio de cabeza. Hecho a tener en cuenta 
para el disefio de futuros experimentos. 
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RESUMEN: 


EI Banco de Germoplasma de Vid de Castilla-La Mancha, recoge hasta 44 nuevos genotipos 
de vid nunca antes descritos que corresponden a variedades tradicionales, autéctonas de 
Castilla-La Mancha, en peligro de extincién. El nuevo genotipo denominado “Tinto Fragoso” 
se caracteriza por un alto potencial para producir vinos tintos con un color més intenso y 
estable: contenido elevado en antocianos con alta proporcién de derivados p-cumaroilados; 
alto contenido en flavonoles; y alto contenido en derivados de àcidos hidroxicinàmicos. En 
el aspecto sensorial produce vinos de color intenso con tonos rojo-violàceos apreciados por 
los catadores. En nariz son intensos y afrutados, con matices florales y balsamicos. En boca 
se muestran equilibrados y persistentes, dejando una sensacién final muy agradable. 


Palabras clave: Variedades minoritarios, banco de germoplasma, vino, Tinto Fragoso. 


1. Introducciòn 


EI patrimonio viticola castellano-manchego atraviesa un periodo de empobrecimiento 
por la continua pérdida de material cuyo cultivo puede considerarse minoritario al verse 
desplazado cada vez màs por cultivares foràneos. Por este motivo, con la intencién de 
reconocer, conservar y caracterizar estos cultivares, se creò el Banco de Germoplasma de Vid 
de Castilla-La Mancha (BGVCM) con sede en el Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La 
Mancha (IVICAM), en Tomelloso (Ciudad Real). 


Los estudios de prospeccién y caracterizacién varietal Ilevados a cabo para crear el 
BGVCM han permitido identificar algunas variedades de vid autéctonas de Castilla-La Mancha 
con genotipos nuevos, que no se encuentran registrados en ninguna de las bases de datos 
disponibles, tanto nacionales como internacionales. Ello permite sugerir que en Castilla-La 
Mancha disponemos de un conjunto de variedades de vid ùnicas, que podrian contribuir a la 
singularidad de los vinos producidos en nuestra regiòn. 


Entre las variedades tintas recuperadas, la variedad “Tinto Fragoso” Ilamé nuestra 
atencién por sus caracteristicas y asi, durante varias vendimias consecutivas, las uvas de este 
nuevo genotipo han sido caracterizadas en cuanto a sus paràmetros viticolas y su composiciòn 
fenélica y aromàtica. Paralelamente, también se han elaborado vinos experimentales para 
explorar su potencial enolégico. 


441 


2. Material y métodos 


Las uvas de la variedad Tinto Fragoso fueron obtenidas del Banco de Germoplasma del 
IVICAM (Tomelloso), en su momento éptimo de madurez tecnolégica (grado alcohélico 
potencial del orden de 13-14 %) en las vendimias de los afios 2011, 2012, 2013 y 2014. Tras su 
entrada en bodega se tomaron tres muestras de uva representativas, para la determinacién de 
paràmetros convencionales del mosto, para el andlisis de compuestos fenélicos y para el 
andlisis de compuestos volàtiles. 


Se elaborò un vino tinto joven. La uva en la bodega se estrujo, despalillé y se le afiadiò 
sulfuroso en dosis de 5 g/HL encubéndose la pasta en depòsitos autovaciantes de acero 
inoxidable de 100 L de capacidad. La fermentacién se realizò a 22 °C inoculàndose la vendimia 
con la levadura comercial Uvaferm VN. Para favorecer la extraccién del color diariamente se 
practicaron varios remontados. El descube se realizé a aproximadamente 995 de densidad. 
Una vez agotados todos los azucares los vinos se trasegaron y se sembraron con una cepa 
comercial de Oenoccocus oeni para Ilevar a cabo la fermentacién malolàctica. Los vinos finales 
fueron estabilizados y filtrados antes de su embotellado. 


Los paràametros analiticos convenciones del mosto y vino (contenido alcohélico, acidez 
total, pH, acidez volatil, SO, total, glicerina y caracteristicas cromàticas CIEL'a'b') se 
determinaron de acuerdo a los métodos recomendados por la OIV (2014) [1]. La composiciòn 
fendélica se analizé mediante cromatografia HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Las muestras de uva se 
procesaron de acuerdo a las técnicas habituales del nuestro grupo para el andlisis de 
flavonoles y àcidos hidroxicinamicos [2]. El andlisis de flavan-3-oles y la caracterizacién de sus 
unidades estructurales se realizaron, segun la metodologia previamente descrita [3], por 
despolimerizacién en medio àcido y empleando pirogalol como reactivo nucledfilo. Los 
compuestos volàtiles de los mostos se extrajeron empleando la metodologia descrita por Ibarz 
y col. [4] y el anàlisis mediante GC-MS se realizé de acuerdo a los métodos habitualmente 
empleados por nuestro grupo [5]. La determinacién del perfil sensorial de los vinos se realizé 
de acuerdo a la norma ISO 11035:1994, con un panel de cata formado por 10 catadores 
expertos. 


3. Resultados 


EI estudio de los paràmetros viticolas de la variedad Tinto Fragoso indica que es una 
variedad bien adaptada al cultivo de espaldera en las condiciones climàticas de Castilla-La 
Mancha, de produccién media y maduracién més bien tardia. EI andlisis de los paràmetros 
fisico-quimicos clàsicos de los mostos y vinos determinò que todos se encontraban dentro de 
los habituales para variedades de uva tinta de vinificaciòn. 


Respecto a su contenido en compuestos fendlicos (Tabla 1), esta variedad posee un 
alto potencial para producir vinos tintos con un color intenso y estable: contenido elevado en 
antocianos, superior al valor medio descrito para la variedad emblemàtica castellano- 
manchega (Cencibel), con alta proporcién de derivados p-cumaroilados; alto contenido en 
flavonoles, que estabilizan y dan lugar a colores més intensos por su capacidad de 
copigmentacién con los antocianos, con una considerable contribucibn de derivados 
trisustituidos en el anillo B [5]; un alto contenido en derivados de àcidos hidroxicinàamicos, que 
también participan en fenémenos de copigmentacién y, ademés, son precursores de 
compuestos que contribuyen a la estabilizacién del color como los piranoantocianos [2]. 
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Tabla 1. Contenido en antocianos flavonoles y derivados de àcidos hidroxicinamicos de la uva 
de la variedad Tinto Fragoso (mg/kg uva). 


Vendimia 2011 Vendimia 2012 
Antocianos Totales 1125.4 + 56.5 1274,25 + 50,47 
No acilados (%) 64.61 + 0.42 59,63 + 0,63 
Acetilados (%) 4.43 + 0.03 5,20 + 0,17 
p-Cumaroilados (%) 30.22 + 0.17 33,94 + 0,54 
Cafeilados (%) 0.73 + 0.29 123 + 0,42 
Flavonoles Totales 179.9 + 20.9 177,87 + 7,84 
Monosustituidos (%) 5.64 + 0.02 5,09 + 0,18 
Disustituidos (%) 41.20 + 0.50 39,65 + 0,35 
Trisustituidos (%) 53.16 + 0.52 55,27 + 0,20 
DAHC Totales 91.06 + 6.00 86,96 + 9,36 


Las concentraciones de compuestos volàtiles en los mostos Tinto Fragoso son 
moderadas y sitùan a ésta en el conjunto de variedades de aroma més neutro (Tabla 2). El 
potencial de compuestos ligados a azùcares es importante y su liberacién durante el proceso 
de vinificacitn mediante enzimas p-glucosidasas (procedentes de las propias uvas, levaduras, 
bacterias làcticas o adicionadas) podria complementar de forma importante el aroma de tipo 
fermentativo de los vinos finales. 


Tabla 2. Contenido medio en compuestos volatiles libres y ligados y desviacién estàndar de los 
mostos de la variedad Tinto Fragoso (ug/L). 


Familia Compuestos libres Compuestos ligados Porcentaje Ligado 
Aldehidos C6 397.7 + 69.2 1302.9 + 788.2 77 
Alcoholes C6 227.9 + 20.9 326.1 + 96.1 59 
Alcoholes lineales 24.2 + 14 222.0 + 1238 90 
Terpenos 6.1 + 0.5 117.2 + 495 95 
Oxidos terpénicos 0.9 + 0.2 4.2 + 12 83 
Bencénicos 27.0 + 2.9 8485 + 4171 97 
Norisoprenoides 4.0 + 13 165.9 + 387.5 98 
Metoxifenoles 63.3 + 34.1 181.6 + 3878 74 


Desde el punto de vista sensorial, son vinos de color intenso e interesantes tonos rojo- 
violàceos. En nariz son intensos y afrutados, con matices florales y balsàmicos (Figura 1). En 
boca se muestran equilibrados y persistentes, dejando una sensacién final muy agradable. Sin 
embargo, son vinos excesivamente ligeros, aunque esto podria deberse en parte a las 
condiciones de elaboracién, en una bodega experimental en la que se trabaja con depéòsitos y 
volùmenes de uva reducidos. Esa falta de cuerpo fue màs marcada en la vendimia 2014 debido 
a una climatologia adversa que dificultò la maduraciòn. 


4. Conclusiones 


Los resultados de los estudios realizados hasta la fecha sugieren que el nuevo genotipo 
de uva Tinto Fragosoes una variedad bien adaptada al cultivo de espaldera en las condiciones 
climàticas de Castilla-La Mancha, de produccién media y maduracién màs bien tardîa que 
produce uvas de elevado contenido fenélico y con potencial aromàtico. Los vinos tintos secos 
elaborados son de gran calidad desde el punto de vista visual, color intenso e interesantes 
tonos rojo-violiceos, y olfativo, con intenso aroma de matices afrutados, florales y balsàmicos. 
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Quizàs, el punto més débil de estos vinos es su carencia de cuerpo, aunque esto es en parte 
explicable por las condiciones de elaboraciòn. 


—— Vendimia 2013 —— \Vendimia 2014 


Intensidad aromàtica 


Tanino Dulce Caramelo/Balsamico 


Figura 1. Resultados del andlisis sensorial descriptivo de los vinos secos de la variedad 
Tinto Fragoso elaborados en la vendimias 2013 y 2014. 
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RESUMEN: 


El cultivo de uva de vinificaciòn tiende a concentrarse en un numero limitado de variedades, 
sin que existan estudios que justifiquen el abandono del cultivo de variedades autéctonas 
tradicionales. El Banco de Germoplasma de Vid de Castilla-La Mancha recoge hasta 44 
variedades de vid con genotipos minoritarios, que han sido recientemente localizados en 
nuestra regiòn y recuperados, entre ellos el “Moscatel Serrano”. Esta variedad permite 
elaborar unos vinos blancos secos de gran calidad, que destacan por un contenido medio- 
alto en flavonoles y relativamente bajo en derivados hidroxicinàmicos y un alto contenido 
en compuestos volatiles, especialmente terpenos. Son vinos pàlidos, con irisaciones 
verdosas, muy aromaticos y francos, equilibrados y con buen volumen en boca. 


Palabras clave: Variedades minoritarios, banco de germoplasma, vino, moscatel serrano. 


1. Introducciòn 


La especie Vitis vinifera L. incluye un elevado numero de variedades, aùn no 
completamente esclarecido. Sin embargo, debido a causas naturales y/o humanas, en la 
actualidad, su cultivo tiende a concentrarse en un nùmero limitado de variedades, poniendo 
en peligro la conservaciòn del rico patrimonio genético viticola. 


Conformado por varias decenas de cultivares tradicionales y un numero importante y 
creciente de cultivares foràneos (tanto nacionales como internacionales), el patrimonio viticola 
castellano-manchego atraviesa un periodo de empobrecimiento por la continua pérdida de 
material cuyo cultivo puede considerarse minoritario al verse desplazado cada vez més por los 
cultivares foràneos. Estos cultivares foràneos, en algunos casos Ilamados “variedades 
mejorantes”, se han impuesto sin que en muchos casos haya habido oportunidad de 
demostrar si la calidad enolégica de las variedades autéctonas tradicionales castellano- 
manchegas, a las que han ido desplazando, realmente justifica su sustitucién. 


EI Banco de Germoplasma de Vid de Castilla-La Mancha, ubicado en la sede del 
Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha, recoge hasta 44 variedades de vid con 
genotipos distribuidos localmente, que han sido recientemente localizados en nuestra regién y 
recuperados. Uno de ellos, nombrado denominado “Moscatel Serrano”, ha resultado 
corresponder a una antigua variedad cuya presencia en la peninsula ibérica no estaba 
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constatada: el Moscatel d’Istambul. Aunque su presencia aqui està confirmada y, por lo que 
sabemos, no sélo en nuestra Regién, el desconocimiento sobre su potencial enolégico es 
palpable y por ello la hemos seleccionado como interesante variedad que puede contribuir a la 
mejora de nuestros vinos blancos. Durante varias vendimias sucesivas se caracterizaron sus 
paràmetros viticolas, la composicién fenélica y aromatica de la uva y se elaboraron vinos 
experimentales para explorar su potencial enolégico. 


2. Material y métodos 


Las uvas de la variedad Moscatel Serrano fueron obtenidas del Banco de Germoplasma 
del IVICAM (Tomelloso), en su momento éptimo de madurez tecnolégica (grado alcohélico 
potencial del orden de 13-14 %) en las vendimias de los afios 2010, 2011 y 2012. Tras su 
entrada en bodega se tomaron tres muestras de uva representativas, para la determinaciòn de 
paràmetros convencionales del mosto, para el andlisis de compuestos fenélicos y para el 
andlisis de compuestos volàtiles. 


Para la elaboracién de los vinos, la vendimia fue despalillada, estrujada y sulfitada a 
razòn de 5g/HL y la pasta resultante se sometiò a maceraciòn prefermentativa en frio a 4 °C 
durante 24 horas. Posteriormente tras el prensado de la uva se desfangaron los mostos a 15 °C 
durante 24 horas. El mosto desfangado se encubo, inoculàndose con una cepa de levadura 
comercial. La fermentacién se realizé a 18 °C. Acabada la fermentaciòn alcohélica y tras el 
primer trasiego se realizé un removido de lîas durante 25 dias. Finalmente el vino se estabilizò 
por frio, se filtrò y embotello. 


Los paràmetros analiticos convenciones del mosto y vino (contenido alcohélico, acidez 
total, pH, acidez volàtil, SO, total, glicerina y caracteristicas cromàticas CIEL'a'b') se 
determinaron de acuerdo a los métodos recomendados por la OIV (2014) [1].La composiciòn 
fendlica se analizé mediante cromatografia HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Las muestras de uva se 
procesaron de acuerdo a las técnicas habituales de nuestro grupo para el analisis de flavonoles 
y acidos hidroxicinamicos [2]. El andlisis de flavan-3-oles y la caracterizacibn de sus unidades 
estructurales se realizaron, segun la metodologia previamente descrita [3], por 
despolimerizacién en medio àcido y empleando pirogalol como reactivo nucledfilo. Los 
compuestos volàtiles de los mostos se extrajeron empleando la metodologia descrita por Ibarz 
y col. [4] y el anàlisis mediante GC-MS se realizé de acuerdo a los métodos habitualmente 
empleados por nuestro grupo [5] 


La determinacién del perfil sensorial de los vinos se realizé de acuerdo a la norma ISO 
11035:1994, con un panel de cata formado por 10 panelistas expertos. 


3. Resultados 


EI estudio de los paràmetros viticolas de la variedad Moscatel Serrano indica que es 
una variedad bien adaptada al cultivo de espaldera en las condiciones climàticas de Castilla-La 
Mancha, de buena produccién y maduracién media. El anélisis de los paràmetros fisico- 
quimicos clàsicos de los mostos y vinos determinò que todos se encontraban dentro de los 
habituales para variedades de uva blanca de vinificaciòn. 
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Moscatel Serrano es una uva de contenido medio-alto en flavonoles [6], aunque se 
observan grandes diferencias entre vendimias, debido a que la sintesis de estos compuestos se 
ve afectada por diversos factores como el grado de exposicién al sol de la baya (Tabla 
1).Predominan los flavonoles derivados de quercetina e isoramnetina (disustituidos) frente a 
los monosustituidos derivados del kaempferol. Por otra parte, presenta un contenido 
relativamente bajo en derivados de dcidos hidroxicinàmicos (DHAC), lo que ayudaria a la 
prevencibn del pardeamiento oxidativo que puede desarrollarse durante el almacenamiento 
de los vinos blancos elaborados a partir de esta variedad. 


Tabla 1. Contenido en flavonoles y derivados de àcidos hidroxicinàmicos de la uva de la 
variedad Moscatel Serrano (mg/kg uva). 


Vendimia 2010 Vendimia 2011 Vendimia 2012 
Flavonoles Totales 170.44 + 32.47 61.1 + 2.9 44,20 + 10,18 
Monosustituidos (%) 28.59 + 2.31 2731 + 122 22,52 + 1,96 
Disustituidos (%) 71.40 + 2.31 72.69 + 122 7748 + 1,96 
DAHC Totales 63.34 + 9.34 27.86 + 2.25 40,25 + 1,12 
Pulpa (%) -- -- 89.49 + 187 85,39 + 5,12 


En la tabla 2 se observa que los mostos de Moscatel Serrano presentan una alta 
concentracibn de compuestos volàtiles en general y de terpenos en particular, lo que 
efectivamente encuadra esta variedad en la familia de las variedades tipo Muscat. Comparada 
con la Moscatel de grano menudo el contenido de compuestos terpénicos es menos elevado 
por lo que los vinos elaborados a partir de esta variedad mantendràn el aroma floral, 
amoscatelado, de este tipo de variedades, pero con menor expresiòn terpénica. 


Tabla 2. Contenido medio en compuestos volàtiles y desviaciébn estàndar de mostos de las 
variedades Moscatel Serrano y Moscatel de Grano Menudo (ug/lL). 


Familia Moscatel Serrano Moscatel de Grano Menudo 
Aldehidos y alcoholes C6* 1473 + 53 2975 + 83 
Terpenos* 1402 + 27 8571 + 64 
Oxidos terpénicos* 346 + 2 1093 + 22 
Hidroxiterpenos* 48 + 3 981 + 14 
Bencénicos* 105 + 2 205 + 8 


*Denota diferencias estadisticamente significativas entre variedades de uva (a = 0.05; test de la t de Student). 


Desde un punto de vista sensorial los vinos de Moscatel Serrano elaborados fueron 
palidos, con irisaciones verdosas, y muy aromgticos (Figura 1).Las notas florales, terpénicas, de 
moscatel aparecen aquî presentes aunque suavizadas y matizadas por notas afrutadas de 
albaricoque, pifia y citricos. En boca resultaron vinos francos, con volumen, bien equilibrados 
en lo referente a la relacién alcohol-acidez, de notable persistencia y agradable dejo. 


4. Conclusiones 


Los resultados sugieren que variedad de uva Moscatel Serrano, sinonimia de variedad 
Moscatel d’Istambul, es una variedad bien adaptada al cultivo de espaldera en las condiciones 
climàticas de Castilla-La Mancha, de buena produccién y maduracién media, que permite 
elaborar unos vinos blancos secos de gran calidad: pélidos, con irisaciones verdosas, muy 
arométicos y francos, equilibrados y con volumen en boca. Desde el punto de vita de su 
composicibn destacan por su contenido en compuestos volàtiles y flavonoles. 
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Vendimia 2010 Vendimia 2011 


Intensidad 
aromatica 


ruta pasificada 


Caramelizado 


Figura 1. Resultados del andlisis sensorial descriptivo de los vinos secos de la variedad 
Moscatel Serrano elaborados en la vendimias 2010 y 2011. 
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RESUMEN: 


La evaluacién sensorial de los vinos mediante paneles de cata presenta algunos 
inconvenientes. En primer lugar resulta complicado evaluar un numero elevado de 
muestras. Ademés es también necesario disponer de personal especializado cuya formacién 
puede ser larga y costosa. El objetivo de este trabajo es estudiar la posibilidad de predecir la 
calidad sensorial de los vinos tintos de Bobal, elaborados utilizando diferentes técnicas de 
vinificaciébn, mediante andlisis por regresién de mînimos cuadrados parciales. Para ello se 
han determinado los paràmetros caracteristicos de los vinos, la composicién fenélica y los 
atributos sensoriales. Los resultados ponen de manifiesto que el modelo obtenido 
utilizando el grado alcohélico (% vol), la acidez total (g/L àcido tartàrico), el pH, el indice de 
Folin y el contenido en antocianos (mg/L), como variables de predicciòn, aparece como el 
més exacto para predecir la calidad sensorial de los vinos. La incorporaciòn de la intensidad 
colorante y el contenido en taninos totales (g/L) como variables de prediccibn también se 
presenta como una alternativa con buenos resultados. 


Palabras clave: compuestos fendlicos, andlisis sensorial, Bobal, analisis multivariante, 
regresiòn por minimos cuadrados 


1. Introducciòn 

Los compuestos fendlicos, especialmente antocianos y taninos, juegan un papel 
primordial en la calidad sensorial de los vinos tintos, siendo los procesos de maceraciòn y 
fermentacién los responsables de su concentracién final en los vinos. Durante la vinificacién 
tiene lugar la difusién de antocianos desde las vacuolas celulares de los hollejos de la uva. Esta 
difusién esta influenciada principalmente por los factores tiempo y temperatura aunque otras 
variables pueden también jugar un papel importante [1]. Con respecto a los taninos, estos 
compuestos son extrafdos de los hollejos durante las primeras fases de la fermentaciòn, y de 
las semillas a medida que esta avanza y se incrementa el contenido en alcohol. Por lo tanto 
diferentes maceraciones daràn lugar a diferentes proporciones de taninos de los hollejos y de 
las semillas, condicionando las propiedades organolépticas de los vinos [2] 

La variedad Bobal, que se cultiva principalmente en la Comunidad Valenciana, ha sido 
seleccionada por ser la variedad principal en la Denominacién de origen Utiel-Requena y 
porque a pesar de haber sido tradicionalmente utilizada para la produccién de vinos rosados y 
doble pasta y de ser comercializada como vino de mesa, en los ùltimos afios han aparecido en 
el mercado vinos de gran calidad, mostrando el gran potencial que tiene esta variedad [3]. 

EI método estadistico multivariante de regresién por minimos cuadrados parciales (PLS 
por sus siglas en ingles) ha sido previamente utilizado en tecnologia de alimentos con el 
objetico de obtener modelos de prediccién alternativos a otros métodos estadisticos [4]. La 
regresibn por minimos cuadrados parciales ha sido también recientemente utilizada en 
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combinacién con anglisis quimiométricos para predecir un gran numero de componentes del 
vino [5, 6, 7]. 

EI objetivo principal de este estudio es evaluar el potencial de la técnica multivariante 
de regresiébn por minimos cuadrados (PLS) para predecir la calidad sensorial de los vinos de 
Bobal, elaborados con diferentes técnicas de vinificacién, a partir de uvas vendimiadas con 
diferentes estados de madurez, basàndose en sus caracteristicas quimicas y fendlicas. 


2. Material y métodos 

Uvas de la variedad Bobal de la vendimia 2010 fueron despalilladas y estrujadas 
previamente a su distribucién en depésitos de acero inoxidable de 50 L de capacidad. Al final 
de la fermentacién alcohélica, fueron inoculadas bacterias làcticas Oenococcus oeni OE 104 
(Agrovin, Spain). 

Tres diferentes grados de madurez fueron incluidos en el estudio, concretamente la 
vendimia se Ilevé a cabo a 11,6, 12,3 and 13,2 2Bé. Para cada uno de los grados de madurez 
tres diferentes tipos de maceracién fueron evaluados. En el primer tratamiento se realizò una 
maceracién corta de una semana de duracién (MC), mientras que en el segundo y el tercer 
tratamiento se realizaron una maceracién intermedia de dos semanas (MI) y por ùltimo una 
maceraciòn larga de tres semanas (ML). Finalmente se elaboraron 27 vinos, realizàandose los 
andlisis correspondientes una vez completada la fermentacién malolàctica. 

El grado Beaumé (2Bé), pH, acidez total (g/L àcido tartàrico) o grado alcohélico (% v/v) 
se determinaron mediante los métodos propuestos por la Unién Europea [8]. La intensidad 
colorante y el tono [9], indice de Folin [10], antocianos totales [11] y taninos [12], el indice de 
polivinilpolipirrolidona (PVPP) y la astringencia fueron determinados con el método descrito 
por Canals et al. [13], los indices de àcido clorhidrico, etanol y polimerizacién [14] fueron 
también cuantificados mediante espectrofotometria 

EI analisis sensorial se realizé con nueve catadores expertos que evaluaron (utilizando 
una escala de 1 a 10) los 27 vinos elaborados. El color, la intensidad y calidad del aroma, la 
intensidad y calidad del gusto y por ultimo la evaluacién global fueron valorados. Para ello por 
medio de un ANOVA se utilizaron LSD tests para separar las medias (valor P<0.01) cuando 
éstas eran significativas. Para ello se utilizé el software Statgraphics Plus 5.1. 

El tratamiento estadistico por minimos cuadrados parciales es una técnica estadistica 
de regresibn multilinear basada en variables latentes, cuyo objetivo es obtener modelos de 
regresiòn linear entre un grupo de variables predictivas (paràmetros quimicos y fenélicos) y un 
grupo de variables respuesta (evaluacién global). La regresibn por minimos cuadrados 
parciales busca las direcciones en las variables predictivas que explican la mayor parte de la 
variacién pero evitando aquellas que no estàn correlacionadas con la variable respuesta, para 
obtener la mayor capacidad de prediccién posible. 

Con el objetivo de predecir la evaluacién global de los vinos elaborados, fueron 
evaluados los siguientes paràmetros estadisticos: el error cuadràtico medio de calibracién 
mediante validacién cruzada (ECMCyc), el coeficiente de correlacién (R°) entre los valores 
medidos y los valores predichos por el modelo, la desviacién predictiva residual (DPR) y el 
coeficiente de variacién (CV). El ECMCyc es una medida del error promedio entre los valores 
obtenidos del analisis sensorial y aquellos predichos por el modelo y aparece expresado en las 
mismas unidades que el andlisis sensorial. La desviacién predictiva residual se define como la 
desviacién estàndar de la poblacibn (DS) dividida por el error cuadràtico medio de calibraciòn 
en validacién cruzada (DPR = DS/ ECMCyc) y se utiliza para evaluar la capacidad del modelo de 
predecir nuevas muestras. Cuanto més alto es el DRP més alta serà la probabilidad del modelo 
de predecir de forma exacta la variable de interés. Los calculos se realizaron con el software 
estadistico Unscrambler, version 9.2 (CAMO, AS, Trondheim, Norway). 
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3. Resultados 

La mayoria de los paràmetros analizados presentan un coeficiente de variacién 
superior al 10% (Tabla 1) por lo que los datos fueron considerados como aptos para ser 
evaluados por la técnica de regresién por minimos cuadrados parciales. 


Tabla 1. Media, desviacién estandard, minimo, màximo y coefficiente de variacién de los 
paràmetros quimicos y fenélicos determinados. 


Minimo Maximo Media DS CV 
Etanol (% v/v) 11,85 13,70 12,75 0,71 5,55 
AT (g/L) 5,55 7,05 6,16 0,55 8,88 
pH 3,25 3,46 3,36 0,08 2,31 
indice de Folin 31,36 47,31 36,71 4,71 12,83 
Intensidad colorante (IC) 8,22 11,65 10,38 1,19 11,43 
Antocianos(mg/L) 262,00 597,00 418,56 110,82 26,48 
Taninos (g/L) 1,63 2,53 1,99 0,30 15,27 
indice de HCI 5,34 27,01 15,69 7,54 48,04 
indice de EtOH 5,92 14,30 11,36 2,85 25,09 
indice de gelatina 34,95 66,85 53,86 11,54 21,42 
indice de PVPP 44,10 57,76 50,83 5,04 9,92 
indice de polimerizacién 26,73 46,17 36,00 6,13 17,04 


DS: desviaciòn estàndar, Min.: minimo, Max.: màximo, CV: coeficiente de variacién 


Respecto al andlisis sensorial ùnicamente aparecieron diferencias significativas cuando 
los vinos fueron evaluados en funcién de los diferentes estados de madurez (Tabla 2). Vinos 
elaborados con uvas vendimiadas a 13,2 Bé mostraron puntuaciones méàs altas para los 
atributos color, intensidad del aroma, calidad del gusto y evaluacién global. 


Tabla 2. Valores medios y desviacién estàndar de los atributos sensoriales evaluados mediante 
una escala 1-10. Efecto de la madurez fenélica y de la duracién de la maceraciòén. 


Color Int. aroma Cal. aroma Int. gusto Cal. Gusto Ev. Global 


Madurez 1 (11,60 Bé) 7,46+0,44 a* 5,85+0,16a 5,74+0,12 6,41+0,51 5,96+0,61a 6,22+0,28a 
Madurez 2 (12,30 Bé) 7,41+0,17a 6,19+0,16ab 5,78+0,19 6,15+0,41 5,85+0,41a 6,04+0,41a 
Madurez 3 (13,20 Bé) 8,04+0,29b 6,48+0,84b 6,41+0,88 6,67+0,50 7,11+0,73b 6,81+0,69b 


MC (1 semana) 7,48+0,65 6,41+0,71 6,22+0,94 6,33+0,79 6,26t1,41  6,37t1,07 
MI (2 semanas) 7,54t0,11 6,19+0,50 6,00+0,39 6,30+0,23 6,22+0,69 6,39+0,17 
ML (3 semanas) 7,85+0,27 5,93+0,35 5,70+0,16 6,59+0,39 6,44t0,11  6,31+0,08 


*Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas 


Diferentes modelos de prediccién fueron evaluados tal y como aparece en la Tabla 3. 
En todos ellos la evaluacién global ha sido utilizada como método de referencia. El modelo en 
el que unicamente se incluyen 5 paràmetros (5P) mostrò el coeficiente de correlacibn més 
elevado (R° = 0,94). Ademés este coeficiente fue también elevado para los modelos donde se 
incluyen todos los paràmetros (Vino) y en aquel donde solo se consideraron 7 de los 
paràmetros evaluados (7P). La misma tendencia fue también observada para el ECMCyc, es 
decir cuanto mayor es el coeficiente de correlacibn menor es el error cuadràtico medio de 
calibracién. El valor més elevado para el DPR fue observado en el 5P modelo (DPR = 2,92) junto 
con el menor CV. 
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Tabla 3. Paràmetros estadisticos para la calibracién por mînimos cuadrados parciales (PLS) 


N R? ECMCvce DPR CV 


Vino (W) 27 0,93 0,07 2,51 1,03 
5 parametros (5P) 29 0,94 0,06 2,92 0,98 
7 parametros (7P) 29 0,92 0,08 2,19 1,19 
Indices (I) 26 0,48 0,15 1,17 2,39 


N: numero de muestras, R°: coeficiente de correlaciòbn, ECMCyc: error cuadràtico medio en validaciòn 
cruzada, DPR: desviaciòn predictiva residual, CV: coeficiente de variacibn. W: paràmetros analizados 
(12), 5P: etanol (% v/v), AT (g/L), pH, indice de Folin, antocianos (mg/L); 7P: 5 paràmetros + Densidad 
colorante (DC), taninos (g/L), I: indices de HCI, EtOH, gelatina, PVPP y polimerizaciòn . 


4. Conclusiones 

En definitiva el modelo en el que se incluyen 5 paràmetros aparece como la opcién 
màs valida, debido a la importante reduccién obtenida en el tiempo de anglisis. DPR superiores 
a 2,5 son considerados vélidos para predicciones aunque la inclusién de la intensidad colorante 
y los taninos totales podria también ser considerada como un modelo valido de prediccién de 
la calidad sensorial de los vinos de Bobal. 
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RESUMEN: 


En el presente trabajo se compara la eficacia de un biosensor amperométrico portàtil para 
la determinacién de la concentracién de acido L-mélico con el método més usado en 
bodega, el método enzimatico (con determinacién espectrofotométrica). Para ello se 
trabajò con cuatro matrices distintas: una solucibòn sintética similar al vino, mosto, vino 
blanco y vino tinto mediante el método de las adiciones estàndar. Asimismo se compararon 
los resultados de ambos métodos en varios vinos comerciales. Los resultados indican que el 
biosensor presenta una eficacia analitica similar a la del método enzimatico. Este biosensor 
presenta ademés la ventaja de no necesitar filtrar la muestra, de proporcionar resultados en 
un minuto y de ser portàtil, lo que facilita enormemente su uso. 


Palabras clave: Acido L-mélico; Biosensor; Método enzimàtico 


1. Introducciòn 


La determinacién del acido L-méalico en bodega es imprescindible para el correcto 
control de la fermentacién malolàctica [1]. Existen diversos métodos analiticos para la 
estimaciòn de àcido L-mélico [2] entre los que se puede destacar la cromatografia en papel [3], 
HPLC [4] e incluso la electroforesis capilar [5]. Sin embargo, todos estos métodos son 
dificilmente aplicables en bodegas porque requieren mucho tiempo y técnicos altamente 
capacitados. Màs adecuado para su uso en bodegas son técnicas FT-IR [6] y los métodos 
enzimàticos [7]. Probablemente, en la actualidad, el método enziméàtico es el método més 
utilizado en el anglisis preciso del acido L-mélico en vino, mientras que el método de 
infrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR) se utiliza para su control rapido si bien con un 
menor grado de precisiòn. 


Otra posible técnica de andlisis del acido L-mélico consiste en el empleo de 
biosensores amperométricos [8,9]. Estos métodos se basan en la medida de la intensidad de 
corriente generada a través de una reacciòn enzimatica de oxido-reducciòn, que en 
condiciones de concentracién del analito no saturantes, es proporcional a su concentracién. 
Estos métodos son tan especificos como los métodos enzimàticos y ademéàs tienen la ventaja 
de ser mucho més ràpidos al no precisar que la reaccién se complete. Estos métodos se basan 
en la medida de la intensidad de corriente generada a través de una reaccién enzimatica de 
oxido-reduccibn que es proporcional a la velocidad de la reaccién. De acuerdo con la cinética 
de Michaelis-Menten, en condiciones de concentracién no saturantes, la velocidad de reacciòn 
es proporcional a la concentracién del sustrato. Por tanto midiendo la intensidad de la 
corriente podemos determinar el analito. Estos métodos son tan especificos como los métodos 
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enzimàticos y ademés tienen la ventaja de ser més ràpidos al no precisar que la reacciòn se 
complete. 


Recientemente la empresa BIOLAN Micro Biosensores SL (Bilbao, Espafia) ha 
desarrollado un nuevo equipo portàtil (BIOSENS) que utiliza un biosensor serigrafiado que 
permite la determinacién de éàcido L-Méalico en alrededor de un minuto. El objetivo del 
presente trabajo fue el de determinar la eficacia de este biosensor en comparacién con la del 
método màs usual, el método enzimàtico. 


2. Material y métodos 


Equipos y reactivos. La determinacién del àcido L-méalico en las diferentes muestras 
mediante el método enzimatico se realizé con el kit comercial para éacido L-mdlico 
comercializado por R-Biopharm (Roche Yellow Line L-Mdlic Acid) de acuerdo con las 
instrucciones aconsejadas por la empresa suministradora. Las medidas espectrofotométricas 
se realizaron con un espectrofot6metro Helios Alpha UV-vis (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltman, MA, USA). La determinacién del àcido L-mélico en las diferentes muestras mediante 
el método amperométrico-enzimàtico se realizé mediante el uso del biosensor portàtil de 
Biolan (BIOSENS, Biolan Microbiosensores SL, Bilbao, Espafia) de acuerdo con las instrucciones 
de uso aconsejadas por la empresa suministradora. 


Muestras. Se analizaron 8 vinos (4 blancos y 4 tintos), todos ellos comerciales de 
diversos origenes con precios de venta entre 1,5 y 8,0 €/botella. Para las pruebas de adiciones 
estàndar se procediò a enriquecer en dcido L-mélico una solucién sintética similar al vino (éc. 
tartarico: 4 g/l; Etanol: 13 %, pH ajustado a 3,5 con NaOH), un mosto, un vino blanco y un vino 
tinto hasta 2,0 g/l. Las muestras fueron centrifugadas 10.000 rpm durante 5 minutos solo para 
las determinaciones mediante el método enzimàtico. Todas las muestras se analizaron por 
triplicado y los resultados se expresan como el promedio + desviacibòn estàndar. 


3. Resultados 


La Figura 1 muestra los resultados correspondientes a la comparaciòn de la eficacia de 
ambos métodos analiticos mediante el método de las adiciones estàndar en las cuatro 
matrices estudiadas. 


Figura 1. Comparaciòn entre el método enzimàtico y el biosensor en solucién sintética, 
mosto, vino blanco y vino tinto mediante adiciones estàndar 
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Como se puede ver, los resultados analiticos muestras claramente que ambos métodos 
presentan resultados muy similares, siendo en la pràctica las rectas de regresién obtenidas 
pràcticamente indistinguibles tanto en solucién sintética, como en mosto, vino blanco o vino 
tinto. Asimismo, los errores obtenidos en las determinaciones presentaron en ambos métodos. 


La Figura 2 muestra la concentracién en àcido L-méalico obtenida mediante el método 
enzimatico y el biosensor de 5 vinos blancos 5 vinos tintos comerciales. 


Figura 2. Comparaciòén entre el método enzimàtico y el biosensor 


2,0 , 
Método Enzimàtico 
1,5 - mM Biosensor 7 
1,0 - 
0,5 | i 
0,0 - Ù pali eil “le mia i [cs] ) 
Vino Tinto Vino Tinto Vino Tinto Vino Tinto Vino Vino Vino Vino 
1 2 3 4 Blanco1 Blanco2 Blanco3  Blanco4 


Como se puede ver claramente el método enzimético y el biosensor proporcionaron 
resultados pràcticamente idénticos tanto en los vinos tintos como en los vinos blancos con 
errores en ambos casos muy bajos. Cabe sefialar que todos los vinos tintos, como era de 
esperar, presentaban niveles de éàcido L-mélico muy bajos ya que habian realizado la 
fermentacién malolaàctica. En vinos blancos la fermentacién malolàctica suele inhibirse para 
mantener su frescor. Por esta razén los vinos blancos analizados presenta niveles de àcido L- 
méàlico superiores a los vinos tintos si bien los vinos blancos 1 y 2 presentan valores muy bajos 
que indicarian una fermentaciòn malolàctica parcial. 


4. Conclusiones 


Los resultados indican que el biosensor proporciona una precisién y exactitud muy 
similares al método enzimético. El Biosensor presenta ademàs las ventajas de una mayor 
rapidez de medida, una mayor sencillez en su manejo y que no requiere la centrifugaciòn ni la 
filtracibn de la muestra. Asimismo el hecho de que sea un equipo portàtil lo hace 
especialmente util para el control de la fermentacién malolàctica en bodega especialmente 
para aquellos enélogos consultores que de este modo podrian determinar el final de la 
fermentacién malolàctica de forma réàpida sin la demora que implica enviar muestras a 
laboratorios externos. 
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RESUMEN: 


En la bibliografia, muy habitualmente, se asigna como responsables del sabor amargo de los 
vinos a los compuestos fenélicos de bajo peso molecular como flavanoles, àcidos fenélicos y 
proantocianidinas constituidas por menos de 3-4 unidades. Sin embargo, existen pocos 
trabajos en los que se muestre la capacidad predictiva del sabor amargo de los vinos en 
base a la composiciòn quimica citada. La evaluacién sensorial de 6 fracciones amargas 
obtenidas a partir de 6 vinos distintos no mostrò correlacién con el amargor evaluado en los 
vinos. Por esto, un mayor numero de vinos fueron evaluados sensorialmente en boca y nariz 
y analizada la composicién fenélica de bajo peso molecular. Los resultados muestran que los 
atributos aromaticos “vegetal”, “animal” y “fruta seca” y los atributos en boca “acidez”, 
“astringencia” y “persistencia” estàn significativamente correlacionados con el amargor 
evaluado en los vinos. El modelo matematico que retiene los atributos “vegetal”, “acidez” y 
“astringencia” tiene una alta capacidad predictiva y los atributos “acidez” y “astringencia” 
mejora el modelo construido ùunicamente con los compuestos fenélicos de bajo peso 
molecular. 


Palabras clave: Amargor, vinos, PLS, compuestos fendlicos, atributos arométicos, acidez y 


1. Introducciòn 


EI concepto de la calidad de un vino es un aspecto multidimensional relacionado tanto 
con las propiedades del propio producto como con las caracteristicas de la persona que lo 
consume o evalua. A pesar de que la evaluacién de la calidad por consumidores, expertos o 
gurus puede ser muy diferente, en todos los casos las propiedades organolépticas (color, 
aroma y sabor) juegan un papel fundamental en la construccién del concepto y éste puede 
cambiar de unas personas a otras, sin embargo cualquier defecto sea visual, en nariz o en boca 
hace disminuir el concepto de calidad del vino. En esta linea, y en relacién con las 
caracteristicas en boca, muy habitualmente se utiliza la expresién “estructura del vino”, si ésta 
es adecuada se incrementarà la calidad percibida, en el caso contrario muy probablemente la 
evaluaciòn de la calidad serà baja. No hay una definicién Unica para la estructura del vino, pero 
puede decirse que una buena estructura en boca significa que los sabores y las sensaciones en 
boca aparecen a la vez potentes y equilibrados. Entre los atributos evaluados en boca y que 
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contribuyen a la estructura de los vinos el amargor es, a dia de hoy, el sabor sobre el que 
menor conocimiento existe acerca de los compuestos quimicos responsables del mismo y, de 
hecho, en la bibliografia se encuentran resultados controvertidos en relacibn con los 
compuestos implicados en el mismo [1-3]. En general, se apunta a los compuestos 
polifenélicos como compuestos responsables del sabor amargo, en concreto los compuestos 
polifenélicos de bajo peso molecular, asi como las proantocianidinas mas pequefias (dimeras y 
trimeros). Sin embargo, muchos de estos compuestos estàn presentes en los vinos por debajo 
del umbral sensorial del sabor amargo, aunque Hufnagel y Hofmann [3] apuntan que, a pesar 
de esto, compuestos como los ésteres etilicos de los àcidos fenélicos y flavanoles contribuyen 
al sabor amargo de los vinos tintos. Recientemente se ha publicado que los cambios que el 
amargor experimenta durante el almacenamiento de los vinos en botella no estàn 
correlacionados con los cambios en la composicién fenélica anteriormente citada, sin embargo 
significativas correlaciones se han encontrado con los atributos aromàticos “herbal” y 
“especiado” [4]. En esta linea, el objetivo de este trabajo ha sido profundizar en el 
conocimiento del sabor amargo de los vinos y determinar la contribucién que la composiciòn 
quimica y las caracteristicas sensoriales en dicho sabor. 


2. Material y métodos 


El andlisis sensorial se realizé de acuerdo con Sàenz-Navajas et al. [5] 
EI anglisis de polifenoles de bajo peso molecular se realizé mediante UHPLC-MS-DAD 
[6] 


El fraccionamiento del vino se realizé de acuerdo con Gonzalo et al. [7] 


3. Resultados 


Seis vinos tintos jébvenes con muy diferente contenido en polifenoles totales (entre 30- 
63 IPTs) fueron analizados sensorialmente en boca por un panel entrenado (Figura 1a) y la 
composicién quimica polifenélica de bajo peso molecular mediante UHPLC. Ademàs, estos 
vinos fueron fraccionados en dos fracciones: Fracciòn H (compuestos de alto peso molecular) y 
Fraccién L (compuestos de bajo peso molecular). El amargor de la fracciòn H fue residual [7], 
mientras que la fraccién L fue descrita muy acida, amarga (Figura 1b) y persistente. 


2 
ch 
= 


Mean scores 


Figura 1: Evaluacién en boca de 6 vinos y sus correspondientes 6 fracciones L: A) vinos 
B) fraccién L C) fracciòn L2 (Fraccién L sin àcidos) 
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Con el fin de minimizar la influencia de la excesiva acidez percibida en el resto de los atributos 
en boca, los àcidos orgànicos fueron eliminados de las fracciones mediante extraccién en fase 
sélida. Las dos subfracciones (L1 y L2) obtenidas a partir de cada fraccién L fueron 
nuevamente evaluadas en boca por el panel sensorial entrenado. La fracciòn L1 fue descrita 
como fcida y persistente con valores residuales para los atributos amargor y astringencia, 
mientras que la fracciòn L2 fue descrita como amarga, ligeramente astringente y persistente 
con valores residuales para la acidez (Figura 1c). El amargor evaluado en los vinos no mostrò 
correlacién ni con el amargor de las fracciones Ls ni con la fracciones en la que se eliminaron 
los àcidos (Fracciòn L2). 


De los compuestos polifenélicos analizados fueron seleccionados los compuestos con 
possible actividad en el sabor amargo en base a los criterios: 1) concentracibn max/min > 2 y 2) 
la existencia de correlaciones significativas ente la concentracién de los compuestos y el 
amargor de las fracciones L2. Asî con el fin de construir un modelo predictivo para el amargor 
se realizé una regresiòn por minimos cuadrados parciales con validacién cruzada. La funcibn de 
predicciòn obtenida explica una varianza del 86% (82% por validacién cruzada), siendo el error 
de predicciòn del 0,588 %. El modelo obtenido se muestra a continuaciòn: 


AMARGOR (Fracciòn L): 1.036 + 0.014*Cut - 3.928*Procat + 0.020*PCB1 + 0.009*Cat + 
0.015*PCB2 + 1.273*Q-rut + 0.126*Ant-flav + Pet-ace-glu + 0.656*Mv-glu-pir + 
0.155*Pet-cou-glu 


Los resultados sensoriales con la fraccibn amarga muestran que el amargor evaluado 
en esta fraccién no permite explicar el amargor precibido en los vinos uniciales, por lo que 
otros atributos sensoriales podrian estar implicados en la percepcién de dicho sabor. Para 
profundizar en esta cuestién se realizé el andlisis sensorial y quimico de 34 vinos tintos 
j6venes. En primer lugar se realizaron las correlaciones entre el amargor de los vinos con los 
compuestos quimicos analizados. Los resultados muestran que el sabor amargo esta 
correlacionado significativamente con la procianidinas B1 y A2, àcidos trans-caftàrico y gdlico, 
catequina, epicatequina, la quercetina-3-0-glucésido, la miricetina y los pigmentos de mediano 
y gran tamafio (MP). El modelo predictivo obtenido explica el 69% de la varianza (61% por 
varianza cruzada) con un raîz del error cuadràtico medio (RMSE) de 0,164. 


AMARGOR = 14.082 + 0.278 Procianidina B1 - 0.446 Acido trans-caftàrico 
+ 0.177 Quercetina-3-O-glucésido + 0.380 Miricetina + 0.261 MP 


En segundo lugar se realizaron las correlaciones entre el amargor de los vinos y el resto 
de atributos sensoriales (aroma y boca). Los resultados muestran que el amargor se 
correlaciona significativa y positivamente con los atributos “fruta pasa”, “anima vegetal”, 
“astringencia” y “persistencia”. El PLS realizado con dichos atributos retuvo en el modelo los 
atributos “vegetal”, “acidez” y “astringencia”. Este modelo predictivo explica el 80% de la 
varianza original (76% por varianza cruzada) con un raîz del error cuadràtico medio (RMSE) de 


0,149. 


|” “ 
+ 


AMARGOR = 5.019 + 0.369 Vegetal + 0.162 Acidez + 0.678 Astringencia 
En tercer lugar se construyò un modelo teniendo en cuenta tanto los compuestos 


quimicos como los atributos sensoriales correlacionados con el amargor. EI modelo obtenido 
explica el 76 % de la varianza original (68% por varianza cruzada). 
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AMARGOR = 5.957 + 0.189 Procianidina B1 - 0.206 Acido trans-caftàrico + 0.083 
Quercetina-3-0-glucésido + 0.277 Miricetina + 0.150 MP + 0.299 Acidez + 
0.288 Astringencia 


4. Conclusiones 


Los atributos sensoriales tanto arométicos como el sabor y las sensaciones en boca 
juegan un papel importante en el amargor de los vinos, el cual por lo tanto, no depende 
unicamente del contenido polifenélico de bajo peso molecular, tal y como habitualmente es 
asumido. 
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Resumen: La calidad sensorial del vino es el resultado de la percepcién simultànea de 
diversos atributos de color, olor y gusto, resultado de combinaciones de compuestos 
quimicos. El andlisis sensorial, basado en paneles de cata, es lento, caro y hasta cierto punto 
subjetivo, lo que ha motivado que en los Ultimos afios haya habido un interés creciente en 
la bùsqueda de sistemas para relacionar los atributos sensoriales descritos por los paneles 
con medidas instrumentales objetivas. En este trabajo se han combinado tres instrumentos, 
una nariz-e HS-MS, una lengua-e FT-MIR y un ojo-e UV-Vis, para predecir descriptores 
sensoriales en vinos tintos de la DOC Priorat. Los conjuntos de datos resultantes se han 
procesado mediante técnicas quimiométricas y se han desarrollado modelos de calibracién 
multivariante PLS para la prediccién de los descriptores. 


Palabras clave: vino, PLS regresién, panel electrénico, nariz electrénica, lengua electrénica, 
analisis multivariante. fusibn de datos. sensometria 


1. Introducciòn 

EI anglisis sensorial implica la medida, interpretacién y comprensién de las respuestas 
humanas a los estimulos percibidos por los sentidos de la vista, olor y gusto [1-2]. El anglisis 
sensorial se Ileva a cabo en muchos tipos de bebidas alcohélicas [1,3], siendo el vino una de las 
màs representativas debido a su compleja composiciòn, la cual contribuye a sus caracteristicas 
sensoriales ùnicas [1]. El anglisis sensorial lo realizan catadores entrenados, siendo una 
herramienta muy util para la clasificacién de los vinos y su control de calidad. Sin embargo, 
dicho proceso es lento, costoso y hasta cierto punto subjetivo [2]. Debido a ello, existe un 
interés creciente en el desarrollo de métodos instrumentales capaces de predecir atributos 
sensoriales en alimentos de una forma objetiva, econémica, rapida, reproducible e 
ininterrumpida [1-2]. 

En los Ultimos afios se han aplicado diferentes métodos instrumentales para establecer una 
relacibn entre los atributos sensoriales y la composicién quimica del vino. La espectrometria de 
masas con espacio de cabeza (HS-MS) y las técnicas espectroscépicas como el infrarrojo medio 
(FT-MIR) y el ultravioleta-visible (UV-Vis) se han adaptado para ser utilizadas como 
instrumentos sensoriales [4-5]. La combinacién de los resultados de diferentes técnicas 
instrumentales se denomina “fusiébn de datos” y ha surgido como una alternativa para 
incrementar la fiabilidad en la clasificacibn o la prediccibn de propiedades en alimentos, 
respecto a la utilizacibn de técnicas instrumentales individuales. La estrategia màs simple de 
fusién se denomina de bajo nivel (/ow-/evel) y en ella los datos instrumentales de las diferentes 
técnicas se concatenan manteniendo en comun la dimensién de las muestras para dar lugar a 
una sola matriz [5]. Después, sobre dicha matriz se aplican los métodos quimiométricos 
tradicionales de clasificacién y/o predicciòn. 
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EI objetivo de nuestro estudio fue combinar los datos provenientes de tres técnicas 
instrumentales (HS-MS, MIR y UV-Vis) para mejorar los resultados de prediccién alcanzados 
por las técnicas individuales. Se estudiaron tres atributos sensoriales: la calidad de tanino, la 
evoluciòn de color y la madera en nariz. Se desarrollaron modelos de calibracién multivariante 
utilizando el método de regresiòn PLS (Partial Least Squares) para relacionar los datos 
instrumentales con las puntuaciones sensoriales proporcionadas por un panel de cata de 
VITEC (Parque Tecnolégico del Vino) para una serie de vinos de la misma vendimia y 
denominacién de origen (DOC Priorat). 


2. Material y métodos 

Muestras de vino. Un total de 78 vinos tintos y envejecidos proporcionados por 41 
bodegas de la DOC Priorat, todos ellos de la misma vendimia (2009), fueron catados por un 
panel sensorial y analizados mediante FT-MIR, HS-MS y UV-visible. Las bodegas se localizan en 
12 pueblos de la comarca del Priorat (Tarragona) y los vinos de estudio tienen diferente 
composiciòn varietal, con predominancia de las variedades Garnacha y Carifiena. 

Panel sensorial. Hasta 24 atributos sensoriales (visuales, olfatorios y gustativos) fueron 
evaluados por 42 catadores. Los atributos estudiados se pueden dividir en paràmetros 
generales como la evolucién de color, la calidad de tanino, la intensidad aromàtica o la madera 
en nariz (valorados de 1 a 6) y en aromas especificos como animal, vegetal o especiado, entre 
otros (valorados de 1 a 4). Las puntuaciones con valores de 1 son bajas y las de 4/6 son altas, 
con excepciòn del atributo evolucién de color donde 1 se refiere a màs evolucién y 6 a menos 
evoluciòn. 

Andlisis instrumental. La composicién volàtil se determinò mediante espectrometria de 
masas con espacio de cabeza (HS-MS). Los volàtiles se extrajeron y concentraron usando un 
espacio de cabeza estàtico (G1888 Network Headspace Sampler) y se detectaron con un 
detector selectivo de masas HP5973N. Se prepararon muestras de vino (5 ml) con 0.58 g de 
NaCl y se depositaron en viales de 10 ml cerrados con un septum de PRFE/silicona. Después de 
la extraccién, se Ilev6 a cabo una desorciòn térmica de la fibra. Para transferir los volàtiles de 
la fibra al detector de MS sin separacién cromatografica, se mantuvo la columna HP-5MS en un 
cromatégrafo de gases a la temperatura adecuada. Los espectros de masas se obtuvieron con 
el modo de impacto electrénico (70 eV) en un rango de masas de 50 a 200 uma. 

La composicién liquida se analizé mediante espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) con un 
espectròmetro FT-MIR Nexus (Thermo Nicolet, USA) equipado con un detector de sulfato de 
triglicina deuterado (dTGS). Los espectros de transmitancia se registraron a temperatura 
ambiente en el rango de 4000-400 cm, a una resolucién de 4 cm* y con 32 escaneos tanto 
para el fondo como para las muestras. Se utiliz6 el software OMNIC (versién 6.2) de Thermo 
Nicolet para la adquisicibn de los espectros, el control instrumental y la manipulacién 
preliminar de los archivos. 

Finalmente, las medidas de color se obtuvieron con un espectrofotémetro (Thermo) HeAios 
Gamma de un solo haz equipado con tecnologia de diodos en fila. Los espectros ultravioleta 
visible (UV-vis) se obtuvieron a temperatura ambiente en el rango de longitudes de onda de 
250-700 nm, con una resolucién de 1 nm. Todas las muestras se analizaron por duplicado en 
una cubeta de cuarzo con un camino éptico de 1 mm. 

Andlisis estadistico de los datos. Los espectros obtenidos en primer lugar se pre- 
procesaron usando métodos quimiométricos, para eliminar el ruido y la informacién 
irrelevante. Como andlisis exploratorio preliminar, se usò PCA (Andlisis de Componentes 
Principales) para revelar posibles agrupaciones de muestras y para detectar muestras 
discrepantes. A continuacién, se construyeron los modelos de calibraciòn para predecir tres 
atributos sensoriales generales: evolucién de color, madera en nariz y calidad de tanino, 
mediante las técnicas individuales y a partir de las técnicas combinadas (fusionadas). El 
método utilizado fue la regresibn PLS (Mfnimos Cuadrados Parciales) [5,6]. Los espectros de 
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cada técnica se trataron de forma especifica dependiendo de sus caracteristicas. Los datos 
fusionados necesitaron un pre-procesado adicional con el objetivo de compensar las diferentes 
escalas de medida y la variabilidad de cada técnica [5]. Las regiones espectrales màs 
informativas se seleccionaron escogiendo los valores de los indices de las variables 
importantes de proyecci6n (VIP) mayores que uno [7]. La validacién de los modelos se realizò 
dividiendo 10 veces al azar los conjuntos de datos en conjuntos de calibracién y de validacién 
(70:30). La calidad de los modelos se comprobé mediante el valor de RMSECV (Root Mean 
Squared Error of Cross-Validation) y el coeficiente de determinacién de predicciòn (rp). El 
procesado de los datos y la construccién de los modelos se Ilevé a cabo usando rutinas de 
Matlab v.7.8 propias (Mathworks, MA, USA) y el software PLS Toolbox v.6.2 (Eigenvector 
Research, Manson, WA, USA). 


3. Resultados 

Los espectros de cada una de las técnicas instrumentales se organizaron en matrices de 
dimensiones 78x151 (HS-MS), 78x246 (FT-MIR) y 78x410 (UV-visible). Para desarrollar la 
estrategia de fusién de datos de nivel bajo, los espectros de las tres técnicas se concatenaron 
obteniendo de este modo una Unica matriz. 

Respecto a cada técnica individual, se aplicò el Andlisis de Componentes Principales (PCA) para 
detectar muestras discrepantes, para comprobar la repetitividad de las medidas y para 
reconocer patrones en los datos, bàsicamente relacionados con el pueblo de origen y con la 
composicibn varietall No se observaron patrones y algunos valores atipicos fueron 
identificados. 

A continuacién, se calcularon los modelos de regresién PLS con los espectros de cada técnica 
individua y también con los datos fusionados para cada uno de los tres descriptores. Los 
paràmetros de validacién de los modelos finales se encuentran sintetizados en la Tabla 1. 


Tabla 1. Paràmetros de validacién de los modelos de regresion PLS de los datos individuales y combinados 
para cada descriptor estudiado (*). Las técnicas en negrita son las que proporcionan los mejores resultados. 


Numero 
factores PLS 


[preme _]__65_| promo ]__95__|_ promeso_ 
5 


ti eniA 
r° de predicciòn 


DESCRIPTOR | TÉCNICA 


Evoluciòn FT-MIR 
de color 


HS-MS 


DF: MIR-MS 


UV-visible 


DF: MS-MIR-UVV 


Madera en FT-MIR 
nariz 


UV-visible 


DF: MS-UVV 


Calidad de 
tanino 


FT-MIR 0,22 0,03 0,42 0,13 
0,24 0,03 0,23 0,15 
0,19 0,04 0,59 0,15 


UV-visible 0,25 0,03 0,23 0,10 


(*) Los resultados se presentan como promedios y desviaciones estàndares (D.S.) de los d10 modelos. 
MS: headspace/espectrometria de masas, MIR: espectroscopia indra-rojos, UV-vis: espectroscopia UV-visible; 


HS-MS 


DF: MIR-MS 


2 
7 
7 
4 
1 
HS-MS 4 
2 
4 
6 
2 
3 
2 


Se probaron diferentes pre-procesados, regiones espectrales y nùmero de factores retenidos 
por los modelos PLS. En el caso de HS-MS los espectros fueron pre-procesados mediante “row 
profile” y logaritmo en base diez. Los espectros de FT-MIR y UV-visible se pre-procesaron 
mediante SNV (Stantard Normal Variate), correccibn de linea base o primera derivada, o 
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combinacién de ellos. Antes de construir el modelo de regresién PLS todos los espectros se 
centraron y escalaron (autoscaling o Pareto scaling). Las regiones espectrales més influyentes 
fueron identificadas estudiando los valores de los indices VIP. Por su lado, los datos fusionados 
necesitaron escalado y pre-procesado adicional. Finalmente, se seleccionaron las mejores 
condiciones buscando obtener los valores éptimos de RMSECV y r°p. 

Los mejores resultados de prediccibn para las técnicas individuales se obtuvieron con 
espectroscopia de UV-visible para evolucién de color (RMSEP = 0.15), HS-MS para madera en 
nariz (RMSEP = 0.26) y FT-MIR para calidad de tanino (RMSEP = 0.22). Las estrategias de fusiòn 
de datos de nivel bajo mejoraron los resultados de prediccién para madera en nariz y calidad 
de tanino. La fusién de datos MS-MIR-UVV proporcioné una ligera mejora de los resultados de 
evolucién de color, pero no de forma suficiente para justificar el uso de los tres instrumentos. 
Es remarcable enfatizar que los valores de RMSEP resultantes son comparables a las 
desviaciones estàndar ponderadas del método de referencia (panel de cata), que son 0.14 para 
la evolucién de color, 0.16 para la madera en nariz y 0.15 para la calidad de tanino. 


4. Conclusiones 

Este estudio muestra que es posible predecir de forma aceptable descriptores del vino usando 
técnicas instrumentales y que la estrategia de fusién de datos de nivel bajo mejora los 
resultados de prediccién. Los mejores modelos de regresién PLS se obtuvieron con UV-visible 
para la evolucién de color, con datos fusionados de MS-UVV para la madera en nariz y datos 
fusionados MIR-MS para calidad de tanino. Futuros estudios, usando estrategias de fusiòn de 
datos de nivel medio y alto deberian ser considerados para mejorar los resultados de 
prediccién. Finalmente, la mejora en la exactitud de los resultados proporcionados por el 
método de referencia (panel de cata), por ejemplo a través de procesos de acreditaciòn, 
también mejoraria los errores de predicciòn de los modelos. 
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RESUMEN: 


La Garnacha blanca ha sido considerada durante muchos afios una variedad neutra poco 
aromatica. Sin embargo, en este estudio se muestra que las ùltimas tendencias en la 
elaboracién de vinos de calidad utilizando esta variedad autéctona permiten expresar su 
gran potencial organoléptico. Ademàs, también se ha estudiado el efecto de dos 
tratamientos vitivinicolas sobre la expresién aromética de los vinos obtenidos a partir de 
esta variedad: la fertilizacién nitrogenada foliar y el uso de una cepa de levadura especifica. 
Los resultados demuestran que los tratamientos aplicados introducen cambios en la 
fraccién volatil del vino, algunos de los cales se traducen en cambios organolépticos que 
pueden favorecer la expresién aromatica de la variedad estudiada. 


Palabras clave: Garnacha blanca, tipicidad, GCO, perfil aromatico, tratamientos vitivinicolas 


1. Introducciòn 


La Garnacha blanca es una variedad autéctona muy tipica de las zonas mediterràneas y 
de parte del valle del Ebro. Se caracteriza por ser una variedad muy productiva, de racimos 
compactos no muy grandes con bayas medianas y de forma redonda. Tipicamente da vinos con 
gran cuerpo y grado alcohélico elevado, pero proclives a la oxidacién y con un caràcter 
afrutado bastante neutro. De hecho, debido a esta escasa expresién aromética y a su facilidad 
de oxidacién, hasta hace una década, su uso estaba destinado al coupage con otras variedades 
como el macabeo, la parellada o el moscatel para obtener vinos dulces o generosos. Sin 
embargo, recientemente y gracias a la creciente tendencia a elaborar vinos de variedades 
autéctonas que transmitan mejor el caràcter de la zona donde son producidos, junto con la 
evolucibn de las técnicas vitivinicolas, han permitido la obtencién, con éxito, de vinos 
monovarietales de Garnacha blanca. 


En la primera parte de este estudio se analizaron sensorialmente distintos vinos 
elaborados a partir de esta variedad y, tras su clasificacién en tres estilos (floral, mineral y 
vegetal), se procedié a la caracterizacibn aromatica mediante la cromatografia de gases- 
olfatometria (GCO) de vinos representativos de cada uno de estos tres perfiles aromàticos. 
Viendo la riqueza aromàtica que se puede conseguir con esta variedad, se decidiò avanzar con 
un segundo estudio en el que se utilizaron dos tratamientos vitivinicolas de forma individual y 
combinada con el objetivo de evaluar su efecto sobre la expresién aromàtica del vino final. 
Concretamente se estudiò el efecto de la fertilizacién foliar nitrogenada y el uso de una cepa 
de levadura especifica. 
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2. Material y métodos 


2.1. MUESTRAS 


Las muestras de vino de la variedad Garnacha blanca utilizadas en la primera parte del 
estudio fueron obtenidas de distintas bodegas de la D.O. Terra Alta. La segunda parte del 
estudio, se realiz6 en la finca experimental Mas dels Frares (Constanti, Tarragona) de la 
Facultad de Enologia de Tarragona de la Universidad Rovira i Virgili. 


2.2. TRATAMIENTOS VITIVINÎCOLAS 


EI disefio experimental para la fertilizaciébn nitrogenada se organizé en dos bloques. El 
bloque 1 (bloque con tratamiento) fue tratado dos veces con el fertilizante EISENPLUS PAE 
(Wurtz Espafia), cuyo porcentaje de nitrégeno organico es del 1%. La aplicacibn del producto 
se realizé en todas las pasadas mediante pulverizaciòn foliar utilizando un atomizador Balven. 
EI bloque 2 (bloque control) no recibiéò ningùn tratamiento de abonado foliar. 


Respecto a las cepas empleadas para la fermentacién alcohélica se utilizaron dos cepas 
de Saccharomyces cereviseae: la levadura EC1118 (Lalvin, Lallemand) considerada la levadura 
estàndar o control, y la levadura IOC Revelation Thiols (Institut Oenologique de Champagne, 
France) con actividad especifica de la enzima f-liasa que deberia producir un efecto 
potenciador en la composicién del aroma de los vinos obtenidos. Las fermentaciones se 
realizaron por triplicado para cada cepa y para cada uno de los bloques considerados. 


2.3. ANALISIS 


Para la caracterizacién aromética mediante GCO se trabajé con un cromatégrafo de 
gases Hewlett-Packard 6890 con detector de ionizacién de Ilama (FID) y equipado con un 
detector olfatométrico ODO-1 (SGE International). La columna empleada fue una Chrompack 
CP-WAX, 57 CB (50 mx 0,25 mm x 0,2 um), con un flujo de helio de 1 mL/min y la siguiente 
rampa de temperaturas: 40 °C (2 min), 5 °C/min, 225 °C (30 min). Temperaturas del 
inyector/detector: 270 °C/250 °C. La divisién de flujo en el anflisis olfatométrico se estableciò 
en una relacién 1:10 FID:puerto olfatométrico. Para concentrar los compuestos aromaticos se 
utilizé la microextraccibn en fase sélida aplicada al espacio de cabeza (HS-SPME) con fibras 
50/30 um DVB/CAR/PDMS, StableFlex (Supelco, Sigma-Aldrich). Para proceder con la posterior 
jerarquizacién de los aromas extraidos se aplicé la variante de la técnica Aroma Extract 
Dilution Analysis (AEDA) desarrollada en nuestro laboratorio [1, 2]. 


Para evaluar las variaciones de la fraccién volàtil del vino obtenido segun el 
tratamiento aplicado se utilizéò la HS-SPME para extraer y concentrar los compuestos volàtiles. 
Posteriormente, estos extractos se analizaron mediante un cromatégrafo de gases Hewlett- 
Packard 6890 acoplado a un espectrémetro de masas (GC-MS) operando en modo El (70 eV). 
La columna empleada fue una HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), con un flujo de helio de 1 
mL/min y la rampa de temperaturas: 40 °C (5 min), 4 °C/min, 150 °C (2.5 min), 25 °C/min, 300 
°C (5 min). Temperaturas de interfaz/fuente/cuadrupolo: 200 °C/230 °C/150 °C. 


Los andlisis sensoriales se realizaron con un panel de cata constituido por 24 personas 
conocedoras de los vinos de esta variedad y entrenadas en el andlisis sensorial. 
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3. Resultados 


Para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos en la evaluacién sensorial de los 
vinos, estos se elaboraron siguiendo un protocolo de vinificacién similar y, una vez finalizada la 
fermentacién alcohélica, no fueron sometidos a ningùn proceso de estabilizaciòn ni filtracién 
con el fin de evitar la formacién de cualquier interferencia. Asî pues, los vinos evaluados 
fueron vinos jévenes en rama que, una vez acabada la fermentacién alcohélica, se guardaron 
en frio a 5 °C durante 1 mes. 


Los resultados de la cata demostraron que esta variedad puede dar lugar a vinos de 
calidad, y màs cuando el terroir les imprime un caràcter propio como sucede con la D.O. Terra 
Alta. Ademés, el estudio también permitiò clasificar los vinos obtenidos dentro de tres perfiles 
sensoriales diferenciados: uno més intenso con predominio de un caràcter floral, otro de 
intensidad intermedia y definido como més mineral, y un tercero de intensidad més débil con 
predominio de notas vegetales. 


Por otro lado, y teniendo en cuenta que aunque el panel esté entrenado suele 
adolecer de cierta subjetividad, se procediò a la caracterizacién aromatica de los vinos de los 
tres estilos con el fin de detectar, de manera objetiva, las posibles diferencias sensoriales. Los 
resultados obtenidos en esta parte del estudio no hicieron sino corroborar la existencia de los 
tres perfiles aromàticos distintos. En lineas generales, y tal y como era de esperar tratàndose 
de vinos elaborados con la misma variedad y cultivados en la misma D.O., las diferencias 
detectadas no se debian a la presencia de distintos compuestos aroméaticamente activos, sino 
a la distinta proporcién de estos en cada vino. Asî, los vinos categorizados como més intensos 
fueron los que proporcionaron valores de factor de diluciébn més elevados, al contrario de lo 
que ocurrîa en los vinos menos aromaàticos. 


Dado el potencial que esta variedad demostròé tener, se considerò adecuado evaluar el 
efecto de dos tratamientos vitivinicolas sobre la mejora de las cualidades organolépticas: el 
uso de una cepa especifica para potenciar la liberacibn de aromas y un abonado foliar 
nitrogenado. Respecto a la primera préactica utilizada, cabe destacar que, aunque la cepa 
ensayada se describe como reveladora de aromas azufrados, también tiene efecto potenciador 
de otros aromas. Por otro lado, con el segundo tratamiento se pretendia aumentar el 
contenido de N para incidir sobre el proceso de la fermentacién, pero de manera efectiva. Por 
ello se descarté la pràctica habitual de adicién de NH' sobre el mosto ya que, si no se controla 
la concentracién de N inicial, esto puede provocar un exceso de N, con la consiguiente 
activacibn de rutas metabélicas indeseadas. También se descartò la fertilizacién del suelo, ya 
que estudios anteriores no han demostrado una eficacia contrastada y ademés, este tipo de 
tratamientos pueden implicar la contaminaciòén de acuîferos por la fécil lixiviacién de las sales 
de nitrégeno empleadas [3, 4]. 


Los paràmetros enolégicos bésicos de los vinos (grado, pH, acidez total y acidez volatil) 
obtenidos tras aplicar los distintos tratamientos mostraron algunas diferencias significativas 
dependiendo del tratamiento empleado. Asi, mientras que los valores del grado y el pH eran 
comparables para todas las muestras, la acidez volàtil proporcioné valores significativamente 
màs bajos cuando se usé la levadura potenciadora de aromas Revelation, independientemente 
de si habia habido o no fertilizacién foliar. Respecto a la acidez total, los valores de este 
parametro obtenidos fueron significativamente màs elevados cuando se aplicéò el abonado 
foliar, independientemente de la levadura utilizada. 
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Para evaluar sensorialmente las posibles diferencias existentes entre los vinos 
elaborados tras la aplicacibn de las distintas condiciones, se escogié como prueba 
discriminatoria el test triangular. Los resultados obtenidos mostraron que tanto el tratamiento 
foliar como la cepa de levadura empleada aportan notas diferenciadoras al vino. Sin embargo, 
cabe destacar que a partir de los descriptores proporcionados por los catadores, parece que el 
tratamiento foliar tiene un mayor impacto sobre el perfil aromàtico que la cepa de levadura. 


Finalmente, y para tener una evaluacién més objetiva de estos resultados, los perfiles 
volàtiles de las muestras se analizaron mediante GC-MS tras un proceso previo de HS-SPME. En 
este caso, los resultados mostraron que, aunque los perfiles cromatogràficos son similares 
para los cuatro vinos analizados, existen diferencias entre las dreas cromatogràficas. 
Concretamente, el vino control mostrò unas àreas menores para todos los volàtiles, mientras 
que el vino resultante de la combinacién de ambos tratamientos fue el que proporcioné unas 
dreas mayores. Respecto a los tratamientos estudiados de manera individual, los andlisis 
cromatogràficos corroboraron los resultados de los andlisis sensoriales, ya que el aumento de 
los picos cromatogràficos es màs notorio cuando se aplica un abonado foliar que cuando se 
utiliza la cepa especifica. 


4. Conclusiones 


Aun siendo una variedad considerada tipicamente neutra, la Garnacha blanca permite 
la obtencién de vinos monovarietales con una tipicidad aromatica y gustativa armoniosa y 
diferenciadora, aunque con una graduacién alcohélica màs elevada de lo considerado como 
habitual en vinos blancos. Esta tipicidad se puede ver favorecida con tratamientos vitivinicolas 
especificos, como son el nitrogenado foliar y el uso de cepas de levadura especificas. 
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RESUMEN: 


EI concepto de mineralidad en los vinos es ciertamente uno de los atributos més misteriosos desde el 
punto de vista quimico. La mineralidad en los vinos està frecuentemente asociada al concepto 
‘’terroir”. Habitualmente este descriptor se usa para vincular el término mineralidad a la composiciòn y 
contenido de minerales presentes en un vino, si bien no existen estudios previos suficientemente 
fundamentados como para establecer dicha asociacibn directa. El objeto de este estudio es la 
caracterizaciòn sensorial a nivel tanto gustativo como olfativo de compuestos quimicos que se asocien 
al descriptor mineralidad mediante el uso de dos paneles de cata trabajando sobre vinos sintéticos 
modificados. 


Palabras clave — Mineralidad, prueba triangular, terroir. 


1. Introducciòn 


En un estudio previo realizado por este mismo grupo se describieron quimicamente 17 vinos 
que habian sido definidos por el mercado internacional como minerales. EI estudio quimico 
consistiéò en el andlisis de màs de 100 compuestos quimicos diferentes. El andlisis estadistico 
de los resultados indicò que ciertos parametros enolégicos y compuestos quimicos, entre los 
que se encontraban compuestos aromaticos pre-fermentativos y de envejecimiento, podrian 
ser, en parte responsables de la categorizacién de un vino como mineral. Para estudiar como 
algunos de estos compuestos quimicos juegan un rol en la percepciòn por parte del 
consumidor relacionada con el término mineralidad, tanto a nivel gustativo como olfativo, se 
reclutaron dos paneles de catadores. Los paneles de cata se constituyeron uno en Rioja 
(elaboradores) y otro en Barcelona (no elaboradores), formados por 20 y 23 jueces. Las 
muestras de cata consistieron en una base hidroalcohélica neutra, que se distribuyeron a lo 
largo de 18 puestos de cata triangular. 


2. Material y métodos 


Las dos sesiones de cata desarrolladas por los panelistas de jueces seleccionados se disefiaron 
siguiendo la metodologia de prueba triangular. Se realizé un estudio de validacién de uno de 
los dos paneles de cata participantes (grupo de enélogos) mediante la aplicacién del software 
“Panel Check” desarrollado por la Universidad de Dinamarca. La base hidroalcohélica neutra 
que configurò la base de las muestras de vinos sintéticos evaluadas por los jueces sensoriales 
se preparò buscando la mayor similitud con un vino. Para ello, se adicionò hasta un 12 % de 
etanol sobre una base acuosa con una adicién de 4,5 g/L de àcido tartàrico y niveles de acidez 
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ajustados a un pH de 3,75. Para la modificacién quimica de esta base hidroalcohélica se conté 
con una coleccién de patrones de compuestos volàtiles puros comerciales con un minimo de 
95% de pureza. Con esta combinacién se obtuvo el perfil mas préximo al de un vino real. 


3. Resultados 


Se disefiaron 16 puestos de cata triangular, cada uno con una muestra distinta, para que cada 
panel de jueces evaluara sensorialmente. La eleccién de las concentraciones a las cuales se 
adicionéò cada compuesto quimico sobre la base hidroalcohélica, se realizé tomando en cuenta 
la concentracién media hallada en la caracterizaciébn quimica realizada en un estudio previo 
sobre 17 vinos estudiados con connotaciones “minerales”. 


Puesto n? 1: contenia una mezcla de todos los compuestos quimicos afiadidos en los puestos 
del nùmero 2 al 16 a las concentraciones medias halladas previamente. Puesto n2 2: contenia 
la mezcla de una sal de hierro y cobre afiadida al doble de concentracién de los niveles medios 
en el contenido de metales hallada con anterioridad. Puesto n9 3: se afiadié una mezcla de los 
compuestos 4-Etilfenol y 4-Etilguayacol al doble de las concentraciones medias. Puestos n? 4 al 
9: contenian al menos una muestra de cada uno de los compuestos descritos en la tabla 4 al 
doble de la concentracién media hallada en el estudio previo. Puesto n2 10: se modificò la 
acidez hasta un pH de 3,0 y se adicioné Metabisulfito potàsico hasta obtener un nivel de 
Diéxido de azufre libre de 30 mg/L. Puesto n2 11: se afiadié Acido tartàrico hasta obtener una 
acidez total igual a 7,3 g/L de f&cido tartàrico. Puesto n? 12: contenia una mezcla de tres 
compuestos responsables de aromas azufrados en el vino, Etanotiol, Dimetilsulfuro y 
Mercaptoetanol; las concentraciones adicionadas se detallan en la tabla 5. Puesto n? 13: se 
presentò una muestra que contenia una mezcla de los compuestos denominados Pirazinas: 
(IBMP)-2-Isobutil-3-Metoxipirazina y 2-Isopropil-3-Metoxipirazina (PMP). Puesto n? 14: 
contenia una modificacién sobre la base hidroalcohélica con el compuesto Geosmina. Puesto 
n? 15: contenifa una mezcla de tres de los compuestos denominados Tioles: 4-Mercapto-4-4- 
Metil-2-2-Pentanona, Acetato de 3-Mercaptohexilo y 3-Mercaptohexanol, con olores a boj, 
maracuyà y pomelo respectivamente. Puesto n? 16: contenia una adicién del doble de la 
concentracién media del compuesto m-Cresol, de aroma a pimienta y cuero. 


La metodologia utilizada en el andlisis sensorial fue del tipo cata triangular. En el momento de 
la evaluacién de las muestras, se realizaron dos catas triangulares a ciegas de los mismos vinos 
sintéticos en dos sesiones bien diferenciadas (cata A y B), una primera sesién (A) sin indicar 
ningùun tipo de objetivo sobre la misma y una segunda sesién (B) de cata de las mismas 
muestras, pero induciendo a los catadores a encontrar y definir el término “mineral” en las 
muestras. Todos los puestos de cata fueron evaluados por los panelistas de manera olfativa, 
sin embargo, se pidiò a los catadores que los puestos que contenfan Metales (puesto 2), acido 
Succinico (puesto 4), pH y Diéxido de azufre modificados (puesto 10), Acidez total modificada 
(puesto 11) y Geosmina (puesto 14) fueran evaluados también a nivel gustativo. Asimismo, los 
puestos que contenian los compuestos Acetato de isoamilo (puesto 5), Butirato de etilo 
(puesto 6), Decanoato de etilo (puesto 7), Succinato de etilo (puesto 8) y los Tioles (puesto 15) 
fueron utilizados como controles negativos buscando la definicibn “anti-mineral” del vino o 
totalmente opuesto al término. 


Una vez recopilados los datos de ambas sesiones de cata se realizé una prueba de contraste de 
hip6tesis mediante un test binomial para conocer si existian diferencias significativas. El panel 
formado por endlogos obtuvo un 62% de aciertos en la primera parte de las sesiones de cata y 
un 67% en la segunda fase de cata dirigida. En la segunda fase de la cata los jueces del mismo 
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panel fueron capaces de definir como mineral en un 67% aquellas muestras modificadas con 
los compuestos quimicos evaluados, habiéndose tenido en cuenta ùUnicamente aquellos 
puestos en los que al menos se obtuvo un nivel de significacibn del 95%, en los que los 
panelistas fueron capaces de encontrar diferencias significativas entre las muestras 
presentadas a ese nivel de confianza. Para el segundo panel formado por profesionales del 
sector vitivinicola no elaboradores, se obtuvo un 65% de aciertos en la primera parte y un 69% 
en la segunda fase dirigida. En la segunda fase y siguiendo el mismo criterio que con el primero 
de los paneles, los jueces definieron acertadamente como minerales aquellas muestras 
modificadas en un 60%. Segun los resultados hallados en la cata del primero de los paneles, la 
presencia de acido Succinico y un pH bajo combinado con altos niveles de Diéxido de azufre 
libre, estàn directamente relacionadas con el uso del término mineralidad con una 
probabilidad del 95%. La presencia de Etilfenoles, m-Cresol y Metales obtienen una 
significacién de un 99% para relacionarse como mineralidad en vino. Por Ultimo, con la misma 
probabilidad, aparece el compuesto Geosmina. Asimismo, la presencia de Acetato de isoamilo 
y Tioles està directamente relacionada en un 99,9% con la aparicién del término mineralidad 
para el panel de endlogos elaboradores, pero se podria decir que tienen un efecto algo 
ambiguo en este sentido, ya que el panel de cata de profesionales no elaboradores no 
relacionòé el Acetato de isoamilo con la mineralidad, pero si lo hizo aunque en menor grado con 
los Tioles. Para el panel de profesionales, no elaboradores, los compuestos denominados 
azufrados: Etanotiol, Dimetilsulfuro y Mercaptoetanol, mostraron estar relacionados con un 
95% de probabilidad con el término mineralidad, al igual que los compuestos 4-Etilfenol y 4 
Etilguayacol de aromas a cuero, aunque este compuesto solo se relaciona con la mineralidad 
durante la cata inducida (B), no durante la cata espontànea (A). Igual que en el caso de los 
vinos sintéticos modificados con pH bajo y sulfuroso elevado. Seguùn las respuestas obtenidas 
por el panel de cata de profesionales no elaboradores, la presencia de los Tioles: 4-Mercapto- 
4-4-metil-2-2-Pentanona, Acetato de 3-Mercaptohexilo y 3-Mercaptohexanol  està 
inversamente relacionada en un 99% con la aparicién del término mineralidad, se podrian 
definir como no minerales. Por ùltimo y al igual que en los resultados obtenidos por el panel 
de elaboradores, un pH bajo combinado con altos niveles de Diéxido de azufre libre y el 
compuesto Geosmina, estàn directamente relacionados con el uso del término mineralidad 
con un 99,9% de probabilidad. De forma sorprendente y al contrario de lo expuesto por el 
panel de cata formado por elaboradores, este panel no relaciona el Acetato de isoamilo con el 
término mineralidad aunque si coinciden respecto a los Tioles. AI igual que ocurria en la sesién 
de cata de vinos sintéticos modificados del panel de enélogos elaboradores con los Etilfenoles, 
el pH modificado a la baja y el sulfuroso en rangos elevados, estos solo alcanzaban niveles de 
significancia suficientes en la cata inducida (B). Este panel de cata muestra el mismo efecto 
para el Decanoato de etilo. 


4. Conclusiones 


En el presente estudio se observò un alto porcentaje de aciertos por ambos paneles de cata en 
las sesiones A y B de cata triangular, asi el panel de elaboradores fue correcto en sus 
respuestas en un 62% para la sesién A y en un 65% el panel de profesionales no elaboradores. 
La misma situacién se produce en las sesiones B de cata dirigidas hacia el descriptor 
mineralidad. Ambos paneles mostraron aùn un mayor porcentaje de aciertos que en la sesién 
A y con gran similitud entre ambos, lograron un 67% y 69% para enélogos y profesionales no 
elaboradores respectivamente. El andlisis estadistico de los resultados de ambos paneles de 
cata revelò que ambos grupos de catadores coincidieron en seleccionar de manera 
estadisticamente significativa, al menos con un nivel de confianza del 95% o superior, los 
compuestos fenolados 4-Etilfenol, 4-Etilguayacol, los compuestos azufrados Etanotiol, 
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Dimetilsulfuro y Mercaptoetanol y el compuesto responsable de recuerdos a tierra mojada 
Geosmina con una relaciòn directa entre su presencia y el uso del término mineral. La misma 
situacién se produjo cuando los niveles de pH fueron disminuidos hasta un valor de 3 y la 
concentracién de Diéxido de azufre libre fue aumentada hasta 30 mg/L. Determinados 
compuestos mostraron un perfil que se aleja absolutamente de la interpretacién de 
mineralidad. Ambos paneles de cata fueron también coincidentes en sefialar una relaciòn, 
pero en esta ocasiòn inversa o totalmente opuesto al descriptor mineral, con la presencia de 
los compuestos Tiolicos: 4-Mercapto-4-4-metil-2-2-Pentanona, Acetato de 3-mercaptohexilo y 
3-Mercaptohexanol.Por otra parte, analizando los resultados de cada panel de manera 
independiente, el panel de enélogos localizé de manera significativa un mayor numero de 
compuestos que se relacionaban con el término mineralidad. Asî ademàs de los previamente 
mencionados y con una significacibn de al menos el 95% de confianza, se identificaron el 
puesto adicionado con àcido Succinico, el puesto modificado con el compuesto aromàtico de 
envejecimiento m-Cresol y sumaron los puestos adicionados con sales de metales de Cobre y 
Hierro. A su vez, el panel de profesionales no elaboradores indicò también una relaciòn entre 
la aparicién del término mineralidad y la alta Acidez total. Por tanto, debe remarcarse que 
tanto la componente olfativa como la gustativa, contribuyen al uso del término mineralidad y 
muy probablemente bajo un efecto de sinergia entre compuestos y de la interpretaciòn 
sensorial cognitiva. 
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RESUMEN: 


Hasta el momento, poco se conoce acerca de la influencia del proceso de tostado sobre la 
generacién de compuestos volàtiles y arométicos en la madera de sarmiento. Por ello, este 
trabajo estudia el efecto del tostado sobre la generacién de compuestos de naturaleza 
similar a los procedentes del tostado de la madera de roble. Con este fin se utilizaron 
sarmientos de dos viniferas, la neutra Airén y la aromatica Moscatel. La composicién 
fendlica de los extractos acuosos obtenidos fue analizada mediante LC-DAD-MS, mientras 
que la determinacién de los compuestos volatiles se hizo con HS-SBSE-GC-MS. Los 
resultados mostraron que los extractos procedentes de ambas variedades poseen 
interesantes contenidos en compuestos fendlicos y volàtiles, que pueden ser de gran interés 
para el sector enolégico. 


Palabras clave: sarmientos, Airén, Moscatel, fenoles, volàtiles 


1. Introducciòn 


De modo tradicional, la madera de roble se ha utilizado para el almacenamiento y el 
envejecimiento de los vinos, siendo su composicién volatil el objetivo de muchas 
investigaciones (1). Durante el proceso de tostado de la madera, la lignina, polisacàridos y 
lipidos, entre otros, forman compuestos volàtiles tales como fenoles, aldehidos, alcoholes, 
cetonas, lactonas, derivados del furano, etc. (2). La generacién de tales compuestos està 
altamente influenciada por las condiciones e intensidades de tostado (3). Recientemente, se 
ha demostrado que maderas tales como el castafio, cerezo, acacia, etc, al ser sometidas al 
proceso de tostado, generan compuestos de interés (fenélicos y aromaticos), iguales a los 
encontrados en la madera de roble (4). 


En los paîses vinicolas, como Espafia, donde Castilla-La Mancha es la zona espafiola con 
mayor superficie de cultivo destinada al vifiedo, millones de toneladas de sarmientos se 
producen anualmente, los cuales tradicionalmente se queman o son abandonados en la vifia, 
por lo que son una importante fuente de contaminacién ecolégica y medioambiental. Este 
hecho ha Ilevado a un creciente interés por la reutilizacién de este residuo agricola, asi como 
ya se ha hecho con otros tipos de subproductos vitivinicolas (5), ya que la posibilidad de 
aumentar su valor afiadido promueve su explotacién. 


Hasta el momento, no se han encontrado referencias sobre la composicibn fendlica y 
aromatica de sarmientos cuando son sometidos a un proceso de tostado. Con este fin, se han 
seleccionado sarmientos de dos variedades de uva, la arométicamente neutra Airén, que es la 
màs abundante en Castilla-La Mancha, y la aromatica Moscatel, cuyo cultivo también es 
considerable en la mayoria de las zonas vitivinicolas. Dichos sarmientos se han sometido a 
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unas condiciones de tostado similares a las que se utilizan en la madera de roble y se ha 
analizado la composicién fenélica y aromatica de los extractos acuosos resultantes. 


2. Material y métodos 


Sarmientos de vides cultivadas en espaldera de dos variedades diferentes, Airén y 
Moscatel, se seleccionaron y secaron a temperatura ambiente. Posteriormente se trituraron 
hasta obtener un serrîn con tamafio de particula inferior a < 4 mm. 


Parte del serrin de cada variedad se almacenò y mantuvo a temperatura ambiente. El 
resto se sometiò a un proceso de tostado alto (180 2C durante 45 minutos), tomando como 
referencia las condiciones usadas en madera de roble (3,6). Con cada tipo de serrîn se 
realizaron dos extracciones acuosas mediante el sistema convencional sélido-liquido segùun 
Sanchez-G6mez et al. (7), siendo los extractos obtenidos: 


- AST: extracto de sarmientos sin tostar de la variedad Airén. 

-  AT:extracto de sarmientos tostados de la variedad Airén. 

- MST: extracto de sarmientos sin tostar de la variedad Moscatel. 
-  MT:extracto de sarmientos tostados de la variedad Moscatel. 


Tras centrifugar y filtrar, se determinò la composicibn aromatica varietal segùn el 
método propuesto por Sànchez-Géòmez et al. (7), basado en la extraccién de los volàtiles 
mediante HS-SBSE y determinaciòn por GC y MS. De igual modo, la composicién fenélica de los 
extractos, antes y después del tostado, se determinò mediante LC-DAD-MS, segùun Sanchez- 
Gòmez et al. (7). 


3. Resultados 


En la Figura 1 se muestra la comparacién de la composicién aromàtica de los extractos 
acuosos de los dos tipos de sarmientos, sin tostar y tostados, agrupados segun sus diferentes 
familias quimicas. Se observa un aumento en la concentracién de la mayoria de las familias 
estudiadas con el tostado, a excepciòn del grupo “otros”, constituido por 1-hexanol, nonanal y 
estilbenos. Este incremento fue comun para ambas variedades, siendo muy significativo en el 
grupo de los furànicos (furfural, 5-hidroximetilfurfural, 2-furanmetanol y 5-metilfurfural), y 
bencenoides (acetovanillona, benzaldehido, bencilalcohol, eugenol, 4-etilguaiacol, 4-etilfenol, 
guaiacol, fenilacetaldehido, siringol y vanillina), y donde cabe subrayar el aumento 
experimentado por la vainillina (Figura 3). 
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D) 50 100 150 200 250 300 350 
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Para cada grupo de compuestos, diferentes letras minùsculas indican diferencias significativas entre AST y AT y las letras mayùsculas indican diferencias 
significativas entre MST y MT segun el test LSD (a <0,05). 


Figura 1. Composiciòn aromdtica de los extractos acuosos de sarmientos Airén (A) y Moscatel (M), tostados (T) y sin 
tostar (ST). 
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La concentraciòn de los dos isémeros de whiskey lactonas en los extractos tostados es 
similar en ambas variedades. Sin embargo, el grupo de los terpenos, compuesto por éxido de 
linalol, a-terpineol, linalol y p-limoneno, entre otros, presentò un aumento casi del triple en 
Moscatel tostado en comparacién con Airén tostado, debido esto al importante incremento 
del éxido de linalol. 


La Figura 2 muestra la composiciòn fenédlica de los extractos de sarmiento, antes y 
después del tostado. Como se puede ver, el tratamiento térmico de los sarmientos reduce la 
concentracién de los flavanoles estudiados, (+)-catequina y (-)-epicatequina y la de los àcidos 
fenélicos, donde destaca el descenso de ésteres hidroxicinamicos (t-caftàrico y t-p-coutàrico), 
àcidos hidroxibenzoicos (elàgico, ferùlico, gàlico, protocatéquico y vainillico) y dcidos 
hidroxicinamicos (t-cafeico y t-p-coumarico) por este orden. Por su parte, mantiene constante 
el contenido de coniferaldehdo, pirogalol y sinapaldehido, compuestos incluidos en el grupo 
“otros”; solo los estilbenos (piceido y t-resveratrol) aumentan con el tostado. Se observa que 
la variedad influye en el contenido fendlico inicial, sin embargo el tostado lo iguala. 
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Para cada grupo, diferentes letras minùsculas indican diferencias significativas entre AST 
y AT y las letras mayusculas indican diferencias significativas entre MST y MT segun el 
test LSD (a <0,05). 


Figura 2. Composiciòn fendlica de extractos acuosos de sarmiento Airén (A) y Moscatel (M), tostados (T) y sin tostar 
(ST). 


La Figura 3 muestra el comportamiento en el tostado de varios compuestos de interés 
enolégico. La vainillina triplica su concentracién en ambos tipos de sarmientos con respecto al 
total de bencenoides. En el caso del éxido de linalol este comportamiento viene influenciado 
por la variedad ya que, inicialmente no se detecta en ninguna, pero después del tostado 
aumenta significativamente, Ilegando a alcanzar casi el 90% del total de terpenos en el caso de 
los sarmientos de Moscatel. En cuanto al resveratrol, también ve incrementado su contenido 
como consecuencia del tostado, no existiendo grandes diferencias entre los contenidos finales 
en las dos variedades estudiadas. 
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Figura 3. Efecto del tostado de sarmientos sobre algunos compuestos de interés enolégico: Airén (A) y Moscatel (M), 
tostados (T) y sin tostar (ST). 
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4. Conclusiones 


Los resultados mostraron que el efecto de tostado influye de manera diferente a los 
compuestos estudiados, ya que aumenta el contenido de la mayoria de los compuestos 
aroméàticos, mientras que reduce la mayor parte de los compuestos fenélicos estudiados. 
Independientemente de la variedad, estos extractos mostraron interesantes contenidos en 
compuestos fenélicos y aromàticos, comportàndose ambas variedades de manera similar 
frente al efecto de la temperatura. Por tanto, la madera de sarmiento tostada podria tener la 
posibilidad de ser utilizada como aditivo aromatico de interés enolégico, en el mismo sentido 
que se valora la madera de roble para ser usada como barricas o chips. 
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RESUMEN: 


La biodisponibilidad nos permite conocer el porcentaje de una sustancia exégena que se 
absorbe en un organismo cuando éste la ingiere. Para estudiar este proceso en los 
plaguicidas presentes en vino, los métodos in vitro ofrecen una alternativa fiable, simple y 
rapida. Este estudio se realiz6 con vinos tintos obtenidos de uvas Tempranillo y Graciano, 
tratadas ambas de la siguiente forma: 1) Tratamiento bajo Buenas Précticas Agricolas con el 
formulado Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10%); 2) Adicién a uva estrujada sin tratar 
del formulado Frupica (Mepanipirin 50%) a una concentracién de 3 ppm en mepanipirin. La 
biodisponibilidad in vitro se realizé mediante una digestién gastrointestinal simulada y 
posterior proceso de absorcién a través de una membrana semipermeable. Los dializados 
fueron extraidos con el método QuEChERS y las muestras se analizaron por LC-MS/MS QqQ, 
previa validaciébn de la metodologia utilizada. Los porcentajes dializados, calculados en 
funciòn de la concentraciòn inicial en los vinos de Tempranillo fueron 23,7 % para boscalid, 
6,1 % para kresoxim-metil y 24,8 % para mepanipirin; en los vinos de Graciano fueron 36,6 
% para boscalid, 33,3 % para kresoxim-metil y 32,2 % para mepanipirin. Las concentraciones 
iniciales fueron superiores en los vinos Graciano, excepto para mepanipirin donde la mayor 
concentracién es en vino Tempranillo. Como conclusién, podemos indicar que los mayores 
porcentajes de didlisis se producen en los vinos Graciano, aunque en ningun caso la 
dializaciébn supone mas de un tercio de lo encontrado en los vinos. 


Palabras clave: Biodisponibilidad, fungicidas, vino. 


1. Introducciòn 


La biodisponibilidad alude a la porcién de la dosis de un farmaco administrado de 
manera exégena, que llega hasta el 6rgano o tejido en el que Ileva a cabo su acciòn. Este 
concepto puede utilizarse también para cuantificar el grado en que una sustancia téxica es 
absorbida por el organismo. 


En el caso de los plaguicidas este valor viene implicito en los estudios de toxicidad por 
ingestién, que se realizan en los animales de experimentacién, durante el proceso de registro, 
pero generalmente se aplica la sustancia en estado puro, y se ha demostrado ampliamente 
que la presencia de los alimentos puede disminuir sensiblemente, o en algunos casos 
aumentar, la biodisponibilidad de un xenobidtico. Por tanto, el estudio de la biodisponibilidad 
de un residuo embebido en el medio que Ilega al organismo es esencial para determinar la 
dosis que realmente penetra en él. En general, se suelen utilizar dos modelos para el estudio 
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de la biodisponibilidad oral en fàrmacos y xenobidticos: a) In vivo, usando animales de 
experimentacién y facilmente correlacionables con los humanos, pero que plantean problemas 
de coste, tiempo y ética; b) In vitro, simulando mediante membranas semipermeables y 
medios adecuados, el proceso de digestién. Los modelos in vitro son aceptables en el estadio 
inicial de una investigacibn por ser buenos indicadores de lo que ocurre en un medio 
fisiolégico y son mucho més econémicos, sencillos y ràpidos (1-3). 


Dado que nuestro trabajo estudia el comportamiento de fungicidas de amplia 
utilizacién, no podemos acogernos por motivos éticos al modelo in vivo por lo que utilizaremos 
un modelo in vitro, para estudiar su biodisponibilidad en vinos. 


2. Material y métodos 
2.1. Experiencia de campo y vinificaciòn 


Se realizaron dos experiencias, una con tratamiento en campo y otra con 
fortificaciones en bodega. Para ambas, la parcela experimental està ubicada en una finca 
productora de Aldeanueva del Ebro en La Rioja, plantada de vifiedos de uvas tintas 
Tempranillo y Graciano, pertenecientes a las Bodegas D. Mateos S.L. (adscritos a D.O.Ca. Rioja) 
tomandose una parcela como control. En la primera, los ensayos con el producto comercial 
Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10% p/v) se realizaron siguiendo el cédigo de BPA 
(Buenas Practicas Agricolas); respetando las dosis y plazos de seguridad de los plaguicidas. Tras 
la vendimia, las uvas tratadas se Ilevaron a la bodega experimental de la Universidad de La 
Rioja para la elaboraciòn del vino. En la segunda experiencia, en las uvas estrujadas sin tratar 
de ambas variedades, se realiz6 una fortificacibn en bodega, afiadiendo la formulacién de 
Frupica (Mepanipirin 50% p/v) a la dosis coincidente con su LMR establecido en la legislaciòn, 3 
mg/Kg. 


Posteriormente, se realizaron 2 microvinificaciones idénticas por duplicado, para cada 
uno de los tratamientos y testigo, en depésitos de 50 | siguiendo el proceso de vinificaciòn 
clàsico para la elaboracién de un vino tinto en la D.O.Ca. Rioja. Tras el trasiego de los vinos, se 
llevo a cabo una clarificacibn de los mismos con gelatina a una dosis de 12 ml/HI. Por Ultimo, 
los vinos fueron embotellados y quedaron dispuestos para realizar el estudio de 
biodisponibilidad y los andlisis de residuos. 


2.2. Biodisponibilidad in vitro 


Muestras de vino (40 ml) se sometieron al proceso de digestién gastrica simulado con 
pepsina porcina a pH 2 durante dos horas en bafio de agua con agitacién a 37 °C. Un alicuota 
se sometiò a continuacién a una simulaciòn de la digestién intestinal con pancreatina porcina 
y sales biliares a pH 7 en las mismas condiciones de tiempo y t?. La absorciòn intestinal fue 
simulada en un tubo de diglisis de celulosa sellada (membrana semipermeable) (3). Los 
residuos de fungicidas se determinaron en los dializados. 


2.3. Extracciòn de los residuos de fungicidas 


La extraccibn, tanto en los vino como en los dializados se realizé usando el método 
multirresidual QUEChERS (Figura 1) (4). 
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Pesar 10 g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 ml 


Afiadir 10 ml de acetonitrilo 


Agitar vigorosamente durante 1 min 


Afiadir 4 g MgS04, 1 g NaCl, 1 g Na;Citrato dihidratado, 0,5 g Na.Hcitrato 


sesquihidrato 


Agitar cada tubo directamente tras cada adiciòn 


Agitar vigorosamente durante 1 min 


Centrifugar 5 min a 3500 U/min 


1 ml del extracto se transfiere a un vial y se acidifica con 10 pl de àcido férmico al 5%. 


LC-MS 


Figura 1. Esquema del método de extracciòn utilizado. 


2.4. Determinaciòn de los residuos de fungicidas 


Los residuos de fungicidas se determinaron por cromatografia liquida utilizando un 
cromatégrafo HPLC Agilent Technologies modelo 1200 Infinity (LC-MS/MS QqQ) equipado con 
una columna Poroshell 120 EC-C18 (3 mm x100 mm x 2,7 um), termostatada a 40 °C y con un 
flujo de 0,6 ml/min, siendo el programa de inyecciòn: 5pl muestra + 95pl de fase mévil. El 
tiempo de anglisis se fijé en 12 minutos dejando 5 minutos de tiempo de estabilizacién. Las 
fases méviles empleadas fueron: A) àcido férmico en acetonitrilo 0,1% (v / v) y B) écido 
férmico al 0,1% y 2 mM de formiato de amonio en, con el gradiente de flujos expuesto en la 
Tabla I. 


Tabla I. Gradientes de flujos utilizados en el andlisis LC-MS/MS QQQ. 


Tiempo (min) 
E E 


Para la cuantificacién se utilizé un espectrémetro de masas triple cuadrupolo 6410B 
(Agilent Technologies) equipado con una fuente ESI ESI (electrospray ionization) en modo 
positivo. 


3. Resultados 


Los resultados de biodisponibilidad obtenidos al realizar la diàlisis de las muestras de 
vino, se muestran en la Figura 2. Como podemos observar, el vino elaborado con uva Graciano 
presenta un efecto matriz negativo, respecto al realizado con Tempranillo, aumentando el 
porcentaje dializado; circunstancia que puede ser debida a la distinta constitucién de la matriz 
de ambas variedades de uva y por tanto de sus vinos (acidez total, azùcares residuales y grado 
alcohélico alcanzado) y por la concentracién de los fungicidas en los vinos, ya que la diàlisis 
està influenciada por la misma. Los porcentajes de didlisis oscilan entre un minimo de 6.1% 
para kresoxim metil en vino de Tempranillo, hasta un màximo de 36.6% para boscalid en el de 
Graciano. En los vinos de Tempranillo el plaguicida que màs se dializa es mepanipirin, en 
cambio en Graciano es boscalid el que pasaria en mayor cantidad al torrente sanguîneo. 
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Biodisponibilidad en vino 
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Figura 2. Biodisponibilidad de los fungicidas en vino (% dializado). 


También se constata que las diferencias fisico-quimicas entre fungicidas influyen en el 
porcentaje dializado, sobre todo para kresoxim-metil. 


4. Conclusiones 


La biodisponibilidad de los fungicidas estudiados es mayor en los vinos de Graciano 
que en los de Tempranillo. En los primeros, el comportamiento de los tres fungicidas es similar; 
sin embargo, en los segundos, kresoxim metil es el que menos se dializa. En ningùn caso la 
dializacién supone més de un tercio del contenido en el vino. 
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RESUMEN: 


Entre los compuestos naturales con actividad antioxidante merecen una mencién especial 
los compuestos fenélicos, tanto por su abundancia en la naturaleza, como por su capacidad 
captadora de radicales libres. La presencia de residuos de plaguicidas en la uva y durante la 
vinificaciébn, pueden provocar modificaciones en la composicién fenélica de los vinos, y por 
tanto también en su actividad antioxidante. El objetivo de este estudio es evaluar la 
actividad antioxidante de vinos tintos elaborados con uvas Tempranillo y Graciano tratadas 
individualmente con los fungicidas: Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10%) bajo Buenas 
Pràcticas Agricolas (BPA); y con Frupica (Mepanipirin 50%) afiadido al mosto de uvas 
estrujadas sin tratar, a la concentracién de 3 ppm. Las vinificaciones se realizaron por 
duplicado y cada muestra fue analizada por triplicado. La actividad antioxidante se evaluò 
por reaccién de la muestra con el radical DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil) y cuantificaciòn a 
À = 515 nm. La actividad antioxidante es mayor en el vino testigo de la variedad Tempranillo 
(7,53+0,36 mMTrolox) que la de Graciano (5,06+0,37 mM Trolox). Igualmente, estas 
diferencias se mantienen en los vinos obtenidos a partir de las dos variedades de uvas 
tratadas, con independencia del tipo de fungicida aplicado. La presencia de fungicidas hace 
disminuir la actividad antioxidante de los vinos, aunque en niveles muy bajos, ya que no 
existen diferencias significativas entre los ensayos testigo y tratados. 


Palabras clave: Actividad antioxidante, fungicidas, vino 


1. Introducciòn 


El creciente interés sobre las sustancias antioxidantes, se debe a su relacién con la 
prevenciébn o disminucibn del desarrollo de distintas enfermedades, como los dafios 
cardiovasculares o el cancer. Se cree que la ingesta de estos compuestos bioactivos, aumenta 
la defensa antioxidante del organismo evitando el dafio oxidativo causante de dichas 
patologias (1). 


Entre los compuestos naturales con actividad antioxidante, presentes en los alimentos, 
merece una mencién especial los compuestos fenélicos, tanto por su abundancia en la 
naturaleza como por su capacidad captadora de radicales libres. Estos compuestos se 
encuentran de manera natural en la uva y el vino, presentando una gran variedad de 
estructuras quimicas y pesos moleculares y cuya cantidad y proporciòn puede depender, entre 
otros factores, de la variedad y de la presencia de sustancias exégenas como los residuos de 
plaguicidas (2,3). 
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En este trabajo se pretende aportar nuevos datos que determinen la influencia que 
tiene la variedad de uva y la presencia de residuos de fungicidas de amplia utilizaciòn en la 
actividad antioxidante de vinos tintos de la D.O Ca.Rioja. 


2. Material y métodos 
2.1. Experiencia de campo y vinificaciòn 


Se realizaron dos experiencias, una con tratamiento en campo y otra con 
fortificaciones en bodega. Para ambas, la parcela experimental està ubicada en una finca 
productora de Aldeanueva del Ebro en La Rioja, plantada de vifiedos de uvas tintas 
Tempranillo y Graciano, pertenecientes a las Bodegas D. Mateos S.L. (adscritos a D.O.Ca. Rioja) 
tomandose una parcela como control. En la primera, los ensayos con el producto comercial 
Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10% p/v) se realizaron siguiendo el cédigo de BPA 
(Buenas Practicas Agricolas); respetando las dosis y plazos de seguridad de los plaguicidas. Tras 
la vendimia, las uvas tratadas se Ilevaron a la bodega experimental de la Universidad de La 
Rioja para la elaboraciòn del vino. En la segunda experiencia, en las uvas estrujadas sin tratar 
de ambas variedades, se realiz6ò la fortificacibn en bodega, afiadiendo la formulacién de 
Frupica (Mepanipirin 50% p/v) a la dosis coincidente con su LMR establecido en la legislaciòn, 3 
mg/Kg. 


Posteriormente, se realizaron 3 microvinificaciones idénticas por duplicado, para cada 
uno de los tratamientos y testigo, en depésitos de 50 | siguiendo el proceso de vinificacién 
clàsico para la elaboracién de un vino tinto en la D.O.Ca. Rioja. Tras el trasiego de los vinos, se 
llevo a cabo una clarificacibn de los mismos con gelatina a una dosis de 12 ml/HI. Por Ultimo, 
los vinos fueron embotellados y quedaron dispuestos para realizar los distintos andlisis. 


2.2. Método DPPH 


Se utilizé el método de Bondet et al. (4), con ligeras modificaciones: A 5 ul de muestra 
de vino tinto, diluida 1:1 v/v con metanol, se le afiade la cantidad necesaria de 2,2-difenil-1- 
picrilhidracil (DPPH) 0,094 mM en metanol, hasta completar 1 ml. La actividad de eliminacién 
de los radicales libres fue evaluada utilizando el DPPH, mediante la medicién de la absorbancia 
a 515 nm, después de 60 min de reaccién a 20 2C, en un espectrofotémetro. La reacciòn se 
lleva a cabo en tubos Eppendorf y los resultados fueron expresado como equivalentes mM/ml 
de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), un andlogo de la vitamina E y los 
andlisis se realizaron por triplicado. 


3. Resultados 


En la Figura 1, se muestran los resultados obtenidos tras la determinacién y 
comparaciòn de la actividad antioxidante de los compuestos fenélicos en vinos Tempranillo y 
Graciano tratados frente al testigo. 


En ambas variedades, la actividad antioxidante es mayor en el vino testigo que en 


cualquiera de los procedentes de uvas tratadas con plaguicidas. Respecto a los tratamientos, 
Collis (Boscalid+Kresoxim-metil), provoca la mayor disminucién de actividad antioxidante 
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frente al testigo en ambos tipos de vino. Siendo el vino Graciano, el que sufre la mayor 
disminucién (0.94 mM Trolox) respecto al testigo. Mepanipirin, induce un menor descenso de 
la actividad antioxidante en ambas variedades, aunque es algo més de cinco veces superior la 
disminucién en Graciano (0.45 mM Trolox) que en Tempranillo (0.08 mM Trolox). 


Actividad antioxidante en vinos Tempranillo y Graciano 
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Figura 1. Actividad antioxidante en vinos Tempranillo y Graciano 


Realizando el estudio estadistico de los resultados, se observa que en el caso del vino 
de uva Tempranillo, no hay diferencias significativas entre el testigo y los tratados; sin 
embargo en el caso de Graciano, existen estas diferencias en el tratamiento con boscalid + 
kresoxim metil (<0,001). 


En lo referente a las variedades de uva, los vinos de Graciano presentan la menor 
actividad antioxidante. Esta diferencia se ve aumentada en el caso de las uvas tratadas con 
ambos fungicidas 


4. Conclusiones 


De manera general, la presencia de residuos provenientes de los tratamientos con los 
fungicidas estudiados, provocan una ligera disminucién de la actividad oxidante en los vinos 
procedentes de ambas variedades; siendo ligeramente més acusada en Graciano. La variedad 
de uva también afecta al nivel de actividad antioxidante, siendo mayor en Tempranillo. 


5. Bibliografia 


1. Obrenovich, M.E., Li, Y., Parvathaneni, K., Yendluri, B.B., Palacios, H.H., Leszek, J.; Aliev, G. 
2011. Antioxidants in Health, Disease and Aging. /n: CNS & Neurological Disorders-Drug 
Targets. 10(2), 192-207. 

2. Oliva, J., Mulero, J., Payà, P., Camara, M.A.; Barba, A. 2009. Influence of several fungicides 
on the antioxidant activity of red wines (var. Monastrell). /n: Journal of Environmental Science 
and Health part B. 44 (6), 546-552. 


485 


3. Oliva, J., Mulero, J., Zafrilla, P., Cayuela, J.M.; Barba, A. 2013. Influencia de la variedad y de 
los residuos de plaguicidas en la actividad antioxidante del vino. In: Actas VII Congreso de 
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. 89. 

4. Bondet, V., Brand-Williams, W.; Berset, C. 1997. Kinetics and mechanisms of antioxidant 
activity using the DPPH* free radical method. /n: LWT-Food Science and Technology. 30(6), 
609-615. 


6. Agradecimientos 


Trabajo financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad (Proy. n? AGL2011-30378-C03-03). 


486 


OT04 - BIODISPONIBILIDAD IN VITRO DE COMPUESTOS 
FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN VINOS TINTOS 
(VAR. TEMPRANILLO Y GRACIANO) 


S. Cermefio *, G. Martinez!, J. Mulero?, J. Oliva!, M.A. Camara!, A. Barba! 
1 Universidad de Murcia, Dpto. Quimica Agricola (Campus de Espinardo, 30100, Murcia, 
Espafia) 
2Universidad Catélica San Antonio, Dpto. Nutricién (Campus de los Jerénimos, 30107, Murcia, 


Espafia) 
josoliva@um.es 


RESUMEN: 


Se estudia la biodisponibilidad in vitro de antocianinas, derivados hidroxicinàmicos, 
flavonoles, estilbenos, actividad antioxidante y total de compuestos fenélicos expresado 
como Îndice de Folin en vinos tintos elaborados con uvas Tempranillo y Graciano tratadas 
individualmente con los fungicidas: Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10%) y Vivando 
(Metrafenona 50%) bajo Buenas Pràcticas Agricolas (BPA); y con Teldor (Fenhexamida 50%) 
y Frupica (Mepanipirin 50%) afiadidos al mosto de uvas estrujadas sin tratar a las 
concentraciones de 5 y 3 ppm respectivamente. Las vinificaciones se realizaron de forma 
tradicional y por duplicado. Cada muestra fue analizada por triplicado y en todas ellas se 
controlé el nivel final de residuos de plaguicidas. La determinacién de los compuestos 
fendlicos se realizé por LC-DAD, por inyeccién directa del vino, excepto los estilbenos que 
se extrajeron previamente con acetato de etilo. La capacidad captadora de radicales libres 
de las muestras se analiza con el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) por 
espectrofotometria a 515 nm. Existen diferencias entre la dializacibn de los vinos, 
influyendo tanto la variedad de uva como la presencia de los fungicidas estudiados. Para 
todos los vinos, los estilbenos son los compuestos fendlicos que presentan mayor 
porcentaje de dializacién (cercano al 50%). Los menores porcentajes en los dializados 
corresponden a los valores de actividad antioxidante, oscilando entre el 1,08 al 3,86 %. 


Palabras clave: Biodisponibilidad in vitro, compuestos fendlicos, actividad antioxidante, 
fungicidas, vino. 


1. Introducciòn 


Los compuestos fendélicos presentes en los vinos son componentes endégenos que 
diversos estudios han demostrado que tienen un efecto beneficioso para la salud, ya que 
muestran citotoxicidad selectiva sobre las células de cancer, pueden compensar la 
ateroesclerosis e impedir el desarrollo de enfermedades coronarias (1). También estos 
compuestos son los responsables de la capacidad antioxidante de los vinos, que impiden el 
desarrollo de radicales libres en el organismo. 


La ingestibn de todos estos compuestos no presupone que nuestro organismo los 
absorba en su totalidad, ya que, lo que se produce es un proceso conocido como “ADME” o 
absorcién, distribucién, metabolismo y eliminacién del compuesto en el organismo. La 
absorcién es por tanto la barrera que debe superar la sustancia para Ilegar a su diana celular y 
la biodisponibilidad el proceso que mide esa capacidad de superaciòn (2). 
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Este trabajo tiene la finalidad de aportar datos sobre el porcentaje del total ingerido 
de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante dializados mediante pruebas in vitro. 


2. Material y métodos 
2.1. Experiencia de campo y vinificaciòn 


Se realizaron dos experiencias, una con tratamiento en campo y otra con 
fortificaciones en bodega. Para ambas, la parcela experimental està ubicada en una finca 
productora de Aldeanueva del Ebro en La Rioja, plantada de vifiedos de uvas tintas 
Tempranillo y Graciano, pertenecientes a las Bodegas D. Mateos S.L. (adscritos a D.O.Ca. Rioja) 
tomàndose una parcela como control. En la primera, los ensayos con los productos 
comerciales Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10% p/v) y Vivando (Metrafenona 50% p/v) 
se realizaron siguiendo el cédigo de BPA (Buenas Préacticas Agricolas); respetando las dosis y 
plazos de seguridad de los plaguicidas. Tras la vendimia, las uvas tratadas se Ilevaron a la 
bodega experimental de la Universidad de La Rioja para la elaboracién del vino. En la segunda 
experiencia, en las uvas estrujadas sin tratar de ambas variedades, se realiz6 una fortificacién 
en bodega, afiadiendo las formulaciones de Frupica (Mepanipirin 50% p/v) y Teldor 
(Fenhexamida 50 %), a las dosis coincidentes con sus LMR establecidos en la legislacién, 3 y 5 
mg/Kg, respectivamente. 


Posteriormente, se realizaron 5 microvinificaciones idénticas por duplicado, para cada 
uno de los tratamientos y testigo, en depésitos de 50 | siguiendo el proceso de vinificacién 
clàsico para la elaboracién de un vino tinto en la D.O.Ca. Rioja. Tras el trasiego de los vinos, se 
llevo a cabo una clarificacibn de los mismos con gelatina a una dosis de 12 ml/HI. Por ùltimo, 
los vinos fueron embotellados y quedaron dispuestos para realizar los distintos andlisis. 


2.2. Método DPPH 


Se utilizé el método de Bondet et al. (3), con ligeras modificaciones: A 5 ul de muestra 
de vino tinto, diluida 1:1 v/v con metanol, se le afiade la cantidad necesaria de 2,2-difenil-1- 
picrilhidracil (DPPH) 0,094 mM en metanol, hasta completar 1 ml. La actividad de eliminaciòn 
de la los radicales libres fue evaluada utilizando el DPPH, mediante la medicién de la 
absorbancia a 515 nm, después de 60 min de reacciòn a 20 °C, en un espectrofotémetro. La 
reaccibn se lleva a cabo en tubos Eppendorf y los resultados fueron expresado como 
equivalentes mM/ml de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), un andlogo 
de la vitamina E. 


2.3. Analisis de la composicién fendlica 


Los compuestos analizados fueron: antocianinas (cianidina-3-glu, pelargonidina-3-glu, 
petunidina-3-glu, peonidina-3-glu, malvidina-3-glu y sus derivados acilados); derivados 
hidroxicinàmicos (cafeoil-tartàrico, feruloil-tartàrico y cumaroil-tartàrico); flavonoles 
(miricetina-3-glu, quercetina-3-glu, kaempferol-3-glu, miricetina y quercetina) y estilbenos (cis 
y trans resveratrol y piceidos). Se utilizé un cromatégrafo HPLC Shimadzu LC-10AD con 
detector diodo array SPD-M10A (Agilent Technologies Espafia), equipado con una columna Cig 
Lichrospher RP-18 de 25 cm x 0,4 cm y 5 um, acoplada a una pre-columna del mismo material y 
de 1 cm. Se utilizaron dos disolventes como fases méviles: el disolvente A, agua con écido 
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formico al 1% (99:1, v/v) y el disolvente B, metanol al 100%. La eluciòn se realizò a un flujo de 1 
mI/minuto con el siguiente gradiente: 2% B inicial, incremento a 32% de B a los 30 minutos, 
40% de B a los 40 minutos y 95% de B a los 50 minutos, retorno a las condiciones iniciales a los 
55 minutos y un tiempo de acondicionamiento de 10 minutos (4). Las antocianinas se 
cuantifican como cianidina-3 rutinésido a 510 nm., los flavonoles como rutina a 360 nm, los 
estilbenos como resveratrol a 320 nm y los derivados hidroxicinamicos como acido clorogénico 
a 320 nm. Para la extraccién de estilbenos se afiadiò 5 ml de acetato de etilo a 5 ml de 
muestra, la mezcla se agitò vigorosamente, y la fase organica fue concentrada hasta sequedad, 
redisuelta en 0,5 ml de metanol, filtrada a través de un filtro Millex-HV 0,45 uM e inyectada 
en el HPLC. 


2.4. Biodisponibilidad in vitro. 


Muestras de vino (40 ml) se sometieron al proceso de digestién gastrica simulado con 
pepsina porcina a pH 2 durante dos horas en bafio de agua con agitacién a 37 °C. Un alicuota 
se sometiò a continuacibn a una simulaciòén de la digestién intestinal con pancreatina porcina 
y sales biliares a pH 7 en las mismas condiciones de tiempo y t?. La absorciòn intestinal fue 
simulada en un tubo de didlisis de celulosa sellada (membrana semipermeable) (5). En los 
dializados se determinaron los compuestos fenélicos y la actividad antioxidante. 


3. Resultados 


En las figuras 1 y 2 se muestran los porcentajes dializados de las distintas familias de 
compuestos fenélicos, del indice de Folin y la actividad antioxidante de los vinos de 
Tempranillo y Graciano. 


Vino Tempranillo 


M Antocianinas 


9 50 Ml Hidroxicinàmicos 
S 40 
Po M Flavonoles 
à 30 
£ 20 M Estilbenos 
10 ® indice Folin 
ne 


M Actividad antioxidante 


Figura1. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos, indice de Folin y actividad antioxidante en vino 
Tempranillo (% dializado). 


Para el vino variedad Tempranillo se observa que la presencia de residuos de 
fungicidas no afecta al porcentaje dializado con respecto al testigo, excepto para las 
antocianinas en presencia de fenhexamida y mepanipirin, donde se produce un descenso del 
mismo. Sin embargo, en vinos de Graciano si se produce un descenso de la biodisponibilidad 
en los vinos tratados frente al testigo, excepto para el indice de Folin. Para ambas variedades, 
los estilbenos son los compuestos fendlicos que presentan mayor porcentaje de dializaciòn 
(cercano al 50%). Los menores porcentajes en los dializados corresponden a los niveles de 
actividad antioxidante, oscilando entre el 1,08 al 3,86 %. 


489 


Vino Graciano 
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Figura1. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos, indice de Folin y actividad antioxidante en vino 
Graciano (% dializado). 


En lo referente a la influencia de la variedad se observa que para la variedad Graciano 
se produce un aumento considerable del porcentaje dializado con respecto a la Tempranillo, 
sobre todo en los vinos testigos y tratados con fenhexamida y mepanipirin. 


4. Conclusiones 


EI porcentaje dializado depende de la variedad de vino, del grupo o familia de 
compuestos fenélicos y de la presencia de residuos de los fungicidas estudiados. Asi, los 
mayores porcentajes de didlisis se producen para los estilbenos y los menores en la capacidad 
antioxidante. La elevada dializaciòn de los estilbenos, compuestos altamente beneficiosos para 
la salud, es indicativa de que la mitad de cantidad ingerida pasa al torrente sanguîneo, 
Ilegando a los objetivos diana. 
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RESUMEN: 


Se estudia el efecto de los residuos de fungicidas sobre los niveles de antocianinas, 
derivados hidroxicinamicos, flavonoles, estilbenos y total de compuestos fenélicos 
expresado como fndice de Folin, en vinos  tintos elaborados con uvas Tempranillo y 
Graciano tratadas individualmente con los fungicidas: Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 
10%) y Vivando (Metrafenona 50%) bajo Buenas Préacticas Agricolas (BPA); y con Teldor 
(Fenhexamida 50%) y Frupica (Mepanipirin 50%) afiadidos al mosto de uvas estrujadas sin 
tratar a las concentraciones de 5 y 3 ppm respectivamente. Las vinificaciones se realizaron 
por duplicado y cada muestra fue analizada por triplicado. La determinacién de los 
compuestos fenélicos se realizé por LC-DAD, por inyeccién directa del vino, excepto los 
estilbenos que se extrajeron previamente con acetato de etilo. La cuantificaciòn se realizò a 
la longitud de onda caracteristica de cada grupo de compuestos. Los resultados obtenidos 
indican que la presencia de residuos de fenhexamida y la mezcla boscalid + kresoxim-metil 
no afecta al perfil fenélico, pero si al indice de Folin en vinos Tempranillo. Para Graciano, 
aparecen diferencias significativas en el perfil fenélico, para todos los fungicidas. Para 
ambos vinos, existen diferencias significativas entre parejas de tratamientos, excepto para 
fenhexamida y boscalid + kresoxim-metil en vinos de Tempranillo. 


Palabras clave: Fungicidas, compuestos fendlicos, vino. 


1. Introducciòn 


Los factores que influyen en la concentracién de los compuestos fenélicos en el vino 
son: edafoclimàticos (composicién, fertilidad y disponibilidad de agua, t3 y pluviometria); 
genéticos; culturales (poda, abonado, riego, insolacién, tratamientos fitosanitarios, etc.) y 
enolégicos, como tiempo y t? de la vinificacién, presencia de SO), pH, fenémenos de 
copigmentacién y presencia de residuos de plaguicidas (1). 


Respecto a la influencia de la presencia de residuos de plaguicidas en las uvas y 
durante el proceso de vinificacién, existe escasa bibliografia, aunque nuestro grupo de 
investigacibn ha realizado algunos trabajos en los Ultimos afios (1-3). Por ello, en este estudio 
se pretende aportar nuevos datos que determinen el efecto que tienen los residuos de los 
fungicidas estudiados en la composicibn fenélica de vinos tintos de la D.O Ca.Rioja. 
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2. Material y métodos 


2.1. Experiencia de campo y vinificacién 


Se realizaron dos experiencias, una con tratamiento en campo y otra con 
fortificaciones en bodega. Para ambas, la parcela experimental està ubicada en una finca 
productora de Aldeanueva del Ebro en La Rioja, plantada de vifiedos de uvas tintas 
Tempranillo y Graciano, pertenecientes a las Bodegas D. Mateos S.L. (adscritos a D.O.Ca. Rioja) 
tomàndose una parcela como control. En la primera, los ensayos con los productos 
comerciales Collis (Boscalid 20% + Kresoxim-metil 10% p/v) y Vivando (Metrafenona 50% p/v) 
se realizaron siguiendo el cédigo de BPA (Buenas Préàcticas Agricolas); respetando las dosis y 
plazos de seguridad de los plaguicidas. Tras la vendimia, las uvas tratadas se Ilevaron a la 
bodega experimental de la Universidad de La Rioja para la elaboracién del vino. En la segunda 
experiencia, en las uvas estrujadas sin tratar de ambas variedades, se realizé la fortificacién en 
bodega, afiadiendo las formulaciones de Frupica (Mepanipirin 50% p/v) y Teldor (Fenhexamida 
50 %), a las dosis coincidentes con sus LMR establecidos en la legislaciòn, 3 y 5 mg/Kg, 
respectivamente. 


Posteriormente, se realizaron 5 microvinificaciones idénticas por duplicado, para cada 
uno de los tratamientos y testigo, en depésitos de 50 | siguiendo el proceso de vinificaciòn 
clàsico para la elaboracién de un vino tinto en la D.O.Ca. Rioja. Tras el trasiego de los vinos, se 
llevo a cabo una clarificaciébn de los mismos con gelatina a una dosis de 12 ml/HI. Por ultimo, 
los vinos fueron embotellados y quedaron dispuestos para realizar los distintos andlisis. 


2.2. Analisis de la composicién fendlica 


Los compuestos analizados fueron: antocianinas (cianidina-3-glu, pelargonidina-3-glu, 
petunidina-3-glu, peonidina-3-glu, malvidina-3-glu y sus derivados acilados); derivados 
hidroxicinàmicos (cafeoil-tartàrico, feruloil-tartàrico y cumaroil-tartàrico); flavonoles 
(miricetina-3-glu, quercetina-3-glu, kaempferol-3-glu, miricetina y quercetina) y estilbenos (cis 
y trans resveratrol y piceidos). Se utilizé un cromatégrafo HPLC Shimadzu LC-10AD con 
detector diodo array SPD-M10A (Agilent Technologies Espafia), equipado con una columna Cig 
Lichrospher RP-18 de 25 cm x 0,4 cm y 5 um, acoplada a una pre-columna del mismo material 
y de 1 cm. Se utilizaron dos disolventes como fases méviles: el disolvente A, agua con acido 
formico al 1% (99:1, v/v) y el disolvente B, metanol al 100%. La eluciòn se realizò a un flujo de 
1 ml/minuto con el siguiente gradiente: 2% B inicial, incremento a 32% de B a los 30 minutos, 
40% de Ba los 40 minutos y 95% de B a los 50 minutos, retorno a las condiciones iniciales a los 
55 minutos y un tiempo de acondicionamiento de 10 minutos (4). Las antocianinas se 
cuantifican como cianidina-3 rutinésido a 510 nm., los flavonoles como rutina a 360 nm, los 
estilbenos como resveratrol a 320 nm y los derivados hidroxicinamicos como àcido clorogénico 
a 320 nm. Para la extracciòn de estilbenos se afiadiò 5 ml de acetato de etilo a 5 ml de 
muestra, la mezcla se agitò vigorosamente, y la fase organica fue concentrada hasta sequedad, 
redisuelta en 0,5 ml de metanol, filtrada a través de un filtro Millex-HV 0,45 uM e inyectada 
en el HPLC. Las muestras fueron analizadas por triplicado. 
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3. Resultados 


En las tablas | y Il se muestran los contenidos de las familias de compuestos fenélicos e 
indice de Folin y las diferencias significativas entre los vinos tratados con respecto al testigo. 
Tabla I. Compuestos fendlicos e indice de Folin en vino Tempranillo (mg/I). 


762,98 + 22,83 776,37 + 32,51 762,21 + 45,60 |671,70+11,47**| 649,30 + 7,67+* 
Hidroxicin4micos | 150,25 + 5,75 148,61 + 12,51 146,85+ 8,36 |229,26+25,61**| 140,30 + 15,67 


116,13 + 31,18 93,43 + 12,65 98,67 + 6,34 120,40 + 14,32 | 109,22 + 4,83 


Estilbenos 56,66 + 6,22 51,32 + 2,96 53,30 + 2,99 44,07 + 1,02*** | 45,57 + 0,81*** 


i ndice Folin 2052,20 + 95,22 | 1612,90 + 125,81** 177295 AIA 2113,67 + 63,67 | 1383,48 + 39,39** 
*<0,05 **<0,01 #**<0,001 


Se comprueba que la presencia de residuos de fenhexamida y la mezcla de boscalid+ 
kresoxim metil no afecta al perfil fenélico, pero sî al indice de Folin, que disminuye. La 
presencia de metrafenona aumenta los valores de los derivados hidroxicinàmicos y el indice de 
Folin. En cambio, con mepanipirin, se observa una disminucién de todo el perfil fenélico y del 
indice de Folin, siendo este plaguicida el que màs afecta a la composicién fenélica en vinos de 
uvas Tempranillo. 


Tabla II. Compuestos fendlicos e indice de folin en vino Graciano (mg/I). 


Comp. fenélicos Testigo Fenhexamida Boscalid+ Kresoxim Metrafenona Mepanipirin 


755,30 + 13,94 | 698,54 + 55,27** | 609,22 + 23,144* 632,56 + 36,40** | 626,61 + 34,04% 
108,98 + 1,45 | 92,46 + 6,80** 65,01 + 5,66** 110,82 + 0,45** 111,84 + 3,68** 
64,95 + 9,26 | 65,77 + 3,33** 81,52 + 4,744% 74,73 + 0,32** 81,60 + 4,90** 


| Estilbenos | 50,47 + 0,60 | 44,58+1,94** | 44,89+ 1,52** 49,06 + 2,48%* 52,03 + 1,41* 
indice Folin  |2458,98 + 87,17 | 1839,50 + 67,96 | 1596,55 + 41,36** | 1546,67 + 103,81** | 1611,93 + 241,21** 


*<0,05 **<0,01 ***<0,001 


En los vinos Graciano, aparecen diferencias significativas del perfil fenélico con la 
presencia de todos los fungicidas. Se debe destacar la disminucién del contenido de 
antocianinas y del valor del indice de Folin, en todos los casos. La presencia de fenhexamida y 
la mezcla kresosim metil y boscalid hace disminuir los contenidos de derivados 
hidroxicinàmicos y estilbenos. Por el contrario, el contenido en flavonoles, aumenta con la 
presencia de todos los fungicidas. 


EI andlisis entre parejas de tratamientos en vinos Tempranillo, nos muestra como la 
comparacibn entre fenhexamida y Collis, es la Unica que no produce diferencias significativas 
en ninguno de los grupos de polifenoles estudiados, ni en el indice de Folin. Solamente las 
comparaciones de fenhexamida frente a metrafenona, y de Collis frente a metrafenona, 
muestran diferencias en todos los compuestos fenélicos, y en el indice de Folin (Tabla III). 


Tabla III. Diferencias significativas entre parejas de tratamientos en vinos Tempranillo. 


FEN-CO FEN-MET FEN-ME CO-MET CO-ME MET-ME 
Antocianinas - ** *%* ** £* # 
Hidroxicinàmicos - ** - ** E ** 
Flavonoles - * 5 ** * n 
Estilbenos - *** ** *** DISSI 3 
i ndice Folin . ** ** ** ** ** 
*<0,05 **<0,01 ***<0,001 - No existen diferencias significativas 
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En el caso de vinos Graciano, se debe sefialar que la comparaciòn entre fenhexamida y 
Collis, asî como metrafenona y mepanipirin, producen cambios en todas las familias de 
compuestos fendlicos, asi como en el indice de Folin (Tabla IV). En lineas generales todas las 
parejas inducen cambios sobre el perfil fenélico e indice de Folin. 


Tabla IV. Diferencias significativas entre parejas de tratamientos en vinos Graciano. 


FEN-CO FEN-MET FEN-ME CO-MET CO-ME MET-ME 
Antocianinas ** ** x* a X* xk 
Hidroxicinamicos Xok XX ** * ** ** 
Flavonoles dk xk = Xok 3 do 
Estilbenos ** = ** ** Xe *k 
i ndice Folin xk xk vox xk * Ak 
*<0,05 **<0,01 ***<0,001 - No existen diferencias significativas 


4. Conclusiones 


En general, la presencia de residuos de estos fungicidas en ambos vinos produce 
diferencias significativas tanto en su perfil fenélico, como en su contenido, donde se produce 
una apreciable disminucién con respecto al testigo. Ademàs el tipo de fungicida utilizado 
también influye en su concentraciòn final. 
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RESUMEN: 


Se ha realizado un estudio exploratorio de los suelos viticolas de diferentes zonas de la 
Macaronesia. Se seleccionaron 102 muestras de las Islas de Pico y Terceira (Azores, Portugal), 
Lanzarote y El Hierro (Canarias, Espafia), y Fogo (Cabo Verde). A dichas muestras de suelo se 
le determinaron los siguientes paràmetros: pH, suma de bases intercambiables (Cani Mg°*', KÈ 
y Na'), materia organica del suelo (MOS), retencién de fésforo (P) y contenido de Al, Feo Y 
Si- Se realiz6 una clasificacién de las muestras estudiadas segun el tipo de suelo. Asîf mismo, 
los resultados obtenidos se relacionaron con su origen geogràfico y tipo de suelo. 


Palabras clave: suelos, paràmetros geoquimicos, Macaronesia y andlisis multivariado. 


1. Introducciòn 

Hasta el momento no hay ninguùn estudio publicado acerca de los suelos viticolas de la 
isla de Fogo, de ahi la necesidad de realizar un estudio para conocer estos suelos y comparar 
con otras regiones de la Macaronesia. 

EI objetivo de este trabajo es estudiar la composicién fisicoquimica de una serie de 
muestras de suelo de diferentes islas de la Macaronesia, evaluar el contenido de C orgànico, 
determinar el contenido de minerales no-cristalinos, clasificar las muestras seguùn el tipo de 
suelo y, por ùltimo, aplicar técnicas de andlisis multivariado para relacionar las muestras con el 
tipo de suelo y el origen geografico de las mismas. 


2. Material y métodos 


2.1. Muestras: Se seleccionaron 102 muestras de suelos viticolas de diferentes islas, 
en concreto, de las islas de Fogo (n = 28), (Cabo Verde), El Hierro (n = 30) y Lanzarote (n = 18) 
(Canarias), Terceira (n = 4) y Pico (n = 22) (Azores). Las muestras fueron tomadas en el 
horizonte de diagnostico, 20-30 cm. 


2.2. Determinaciones: En la tabla 1 se recogen los paràmetros determinados asi 
como la técnica empleada. 
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Tabla 1. Pardmetros analizados y técnicas empleadas 


Paràmetros Técnicas 

pH (H.0) pH-metro 

COS y MOS Oxidaciòn parcial con K,Cr,07 en medio acido 
Retenciòn de P Espectroscopia de absorciòn molecular 
Cationes, suma de base Espectroscopia de absorcién y emisién atémica 
Extracciòn de Al, Fe y Si Espectroscopia de absorciòn atomica 

Al,+1/2 Fe, y Alo/Sio Calculo 


3. Resultados 


De acuerdo con los estudios de campo, los resultados obtenidos en los andlisis de las 
muestras y los criterios de clasificacién de suelos de la WRB (1), se procede a clasificar las 
muestras segun tipo de suelo, tabla 2. 


Tabla 2. Clasificaciòn de las muestras segun tipo de suelo 


Isla Andosol Antrosol andico Antrosol vîtrico Calcisol 
Azores 58% 42% -- —- 

El Hierro 10% -- 77% 13% 
Lanzarote -- -- 44% 56% 
Fogo 28% ssa 72% 75 


En la tabla 3 se presentan el valor medio y la desviaciòn estàndar de los paràmetros 
determinados segun zona geogràfica, asi como las diferencias significativas entre ellas. 


Tabla 3. Valor medio y desviaciòn estàndar segun origen geogrdàfico y diferencias significativas 
Isla Azores (A) El Hierro (H) Lanzarote (L) Fogo (F) Diferencias 
Paràmetros Media D. E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.  Significativas 


pH H.0 5,69 0,68 6,22 1,41 7,53 1,24 7,52 0,39 A-L;A-F;H-L;H-F 

COS (%) 15,06 8,46 1,70 0,76 1,01 0,61 2,45 1,59 A-H;A-LJA-F 

MOS (%) 25,46 14,20 2,84 1,32 1,66 1,03 3,07 1,72. A-H;A-LJA-F 

Calcio 11,82 8,16 12,79 9,98 35,82 19,02 13,74 7,79 L-A;L-H;L-F 

Magnesio 1,73 1,15 5,83 3,83 8,93 3,50 3,87 2,55 L-A;L-H;L-F;A-H;A-F;H-F 
Potasio 0,91 0,69 1,47 0,99 3,42 1,72 1,08 0,66 L-A;L-H;L-F 

Sodio 0,45 0,15 1,20 0,74 1,99 0,98 0,37 0,15 A-H;A-LjH-L;HF-;L-F 


Suma Bases 14,94 9,32 21,56 15,00 51,01 23,6 19,16 9,88 L-A;L-H;L-F 
Retencibn P__73,92 14,57 47,33 15,08 39,56 14,5 55,57 23,88 A-H;A-L;A-F 


Al 1,64 0,69 0,97 0,19 0,43 0,16 1,70 0,61 A-H;A-LH-L;H-F;L-F 
Feo 0,37 0,39 0,73 0,14 0,40 0,15 0,80 0,20 L-A;L-H;L-F 

Sio 0,68 0,24 0,38 0,16 0,31 0,07 1,21 0,32 A-L;A-H;A-F;F-H;F-L 
Al;+1/2 Feo 1,98 0,62 1,25 0,21 0,63 0,21 2,10 0,67 L-H;L-A;L-F;H-F;A-H 
Alo/Sio 2,57 1,31 2,47 0,43 1,19 0,17 1,45 0,47 A-L;A-F;H-L;H-F 


Unidades: Calcio, magnesio, potasio, sodio y suma de bases (cmol/Kg); Retencién de P, Al, Feo, Sio, 
Al,+1/2Fec y Alo/Sio (£:100 g-1). 


Como puede observarse los suelos viticolas de Azores presentan pH àcidos y altos 
contenidos de MOS, COS (que podrian ser debido a la aplicacibn de enmiendas orgànicas al 
cultivo por parte de los agricultores), de retencién de P y de minerales amorfos; los suelos de 
EI Hierro muestran pH àcido y un alto contenido de suma de bases; los suelos de Lanzarote se 
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caracterizan por tener un alto valor de pH y de suma de bases (lo cual le confiere una elevada 
fertilidad quimica, pero también riesgo de salinizacién y degradaciòn del suelo) y, bajos valores 
de retencibn de P, Al, y Feo y, por ultimo, los suelos de Fogo presentan pH bésico, alto 
contenido de Si,, y de minerales amorfos. 


En la tabla 4 se presentan el valor medio y desviacién estàndar de las muestras segùun 
tipo de suelo, asi como las diferencias significativas entre ellos. 


Tabla 4. Valor medio y desviaciòn estar de las muestras segun tipo de suelo y diferencias significativas 
Antrosol Antrosol 
andico (AA) vitrico (AV) 
Paràmetros Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E. significativas 


Tipo suelo Andosol (A) Calcisol (C) Diferencias 


pH H,0 6,06. 1,12. 5,60 0,54 6,74 1,13. 8,40 0,28 A-AV;A-GFAA-AV;AV-C 

COS (%) 7,26 4,19 22,20 7,96 1,62. 0,84. 0,97 0,53 A-AA;A-AV;A-G;AA-AV;AA-C 
MOS (%) 12,71 7,22 38,28 13,73 2,80 145 1,66 0,91 A-AAGA-AV;A-GAA-AV;AA-C 
Calcio 12,53 9,55 14,18 9,16 12,21 7,45 44,02 13,45 A-GAA-G;AV-C 

Magnesio 2,60 1,60 1,41. 0,800 5,05 3,42 10,63 2,22 A-AV;A-G;AA-AV;AA-G;AV-C 
Potasio 0,91. 0,59 1,06 0,91 1,34 0,83 3,97 1,60 A-G;AA-GAV-C 

Sodio 0,42 0,15 046 0,10 0,85 0,62 2,47. 0,81 A-AV;A-G;AA-AV;AA-G;AV-C 


Suma Bases 16,59 11,32 17,11 10,28 19,44 10,79 €62,76 14,63 A-GAA-GAV-C 
Retencibn P__ 82,19 12,76 68,18 13,96 38,98 9,95 52,50. 8,640 A-AA;A-AV;A-G;AA-AV;AA-G;AV-C 


Alo 1,728. 0,85 1,59 0,34 1,06 0,47 0,65. 0,38 A-AV;A-GAA-AV; AA-G;AV-C 
Fe, 0,89 0,40 0,78 0,25 0,72 0,16 € 0,41 0,180 A-GAA-GAV-G;A-AV 

Sio 0,80 0,32. 0,61 0,20 0,71 0,51 0,34 0,09 NO 

Al;+1/2 Feo 2,13 0,85 1,98 0,35 1,38. 0,53 0,830 0,420 A-AV;A-GAA-AV;AA-G;AV-C 
Alo/Sio 2,19 0,58 3,11 1,72 1,74. 0,73 1,63 0,64. A-AAGA-AV;A-GAA-AV;AA-C 


Unidades: Calcio, magnesio, potasio, sodio y suma de bases (cmol/Kg); Retencién de P, Alc, Feo, Sio, Alo+1/2Feo Y 
Alo/Sio (g-100 g-1). 


Como puede observarse los Andosoles presentan valores altos de Al, Fe, y retencién 
de P; los Antrosoles àndicos muestran los valores màs altos de COS y MOS; los Antrosoles 
vitricos tienen los valores màs bajos de retenciòn de P y, por ultimo, los Calcisoles contienen 
los valores màs altos de pH, suma de bases y, bajos contenidos de Fe; y Alb. 


3.1. Anglisis de componentes principales (ACP): Con objeto de establecer la 
relacibn existente entre las muestras y su origen geogràfico o el tipo de suelo, se realiza un 
ACP considerando las variables més discriminantes (pH, COS, suma de bases, retenciòn de P, 
Al; y Sio), obteniéndose tres componentes principales, que explican el 86% de la varianza total. 
En la figura 1 (a y b) se representan las muestras y las variables en el plano de los dos primeros 
componentes principales que explican un 68% de la varianza total (43% + 25%). 


En el gràfico a) las muestras se agrupan segun su origen geogràfico, observandose 
cuatro grupos bien definidos: Azores, Fogo, El Hierro y Lanzarote. Se puede apreciar como el 
primer componente principal tiende a separar las muestras de las islas Canarias (El Hierro y 
Lanzarote) de las muestras de las islas de Azores y Fogo. El segundo componente principal 
tiende a separar las muestras de Fogo de las de Azores. 
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Figura 1. a) ACP segun el origen geogràfico y b) ACP segun el tipo de suelo. 


En el gràfico b) las muestras se agrupan segun el tipo de suelo, observando cuatro 
grupos: Calcisoles, Antrosoles vîtricos, Antrosoles àndicos y Andosoles. 


4. Conclusiones 


A pesar de tratarse de suelos desarrollados sobre materiales volcànicos, bajo similares 
practicas viticolas y clima subtropical hùmedo-seco, existe una amplia variabilidad en cuanto a 
su composicién fisicoquimica. Los suelos de Azores se caracterizan por presentar pH àcidos, 
altos contenidos de MOS, COS y retenciòn de P; los suelos de El Hierro por tener pH écido y un 
alto contenido de suma de bases; los suelos de Lanzarote por sus valores de pH bésicos, alto 
contenido de suma de bases y bajos valores de retencién de P, Al; y Feo; y los suelos de Fogo 
por presentar pH bàsicos y alto contenido de Sio. 


La alta variabilidad de las propiedades fisicoquimicas de las muestras se recoge en el 
tipo de suelo. Asi, Los Andosoles muestran valores altos de Al,, Fe, y retencién de P; los 
Antrosoles àndicos presentan los valores méàs altos de COS y MOS; los Antrosoles vitricos se 
caracterizan por tener valores bajos de retencién de P; y los Calcisoles presentan valores altos 
de pH y suma de bases y, bajos contenidos de Fe, y Alo. 

La aplicaciòn de técnicas de andlisis multivariante indica que las muestras se agrupan 
segun el tipo de suelo y zona geogràfica de origen. 
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RESUMEN: 


La variedad Tempranillo es la segunda en implantacién en Utiel-Requena, pero las condiciones 
edafoclimaticas de esta zona y los clones utilizados no permiten una buena adaptacién de la 
variedad, que se està sustituyendo poco a poco por otras variedades de més facil adaptaciòn. 
Para intentar mejorar el comportamiento de la variedad Tempranillo y evitar su desapariciòn en 
la zona, se estàn realizando un gran numero de trabajos relacionados con las précticas de cultivo, 
métodos de elaboraciòn, crianza, etc. En el presente trabajo se estudia el efecto de la aplicacién 
de té verde en el vifiedo con el objetivo de modular la respuesta fisiolégica de la planta y mejorar 
y estabilizar la composicién polifenélica de las uvas. Los resultados mostraron que el extracto 
seco de té verde podria considerarse un importante bioestimulante de los polifenoles de la uva, 
ya que afectò a su composicién, ocasionando uvas més coloreadas, con un mayor potencial de 
antocianos totales y extraibles, y en general un mejor extractibilidad de sus polifenoles, lo que 
nos indica una mejor madurez polifenélica. Después de la fermentacién malolactica, los vinos de 
las uvas tratadas presentan un mayor color, especialmente de los tonos rojos, un incremento del 
indice de lonizacién y del porcentaje de antocianos copigmentados. La adicién de té verde, en 
cambio, no influye de forma significativa en los parametros relacionados con los taninos. 


Palabras clave: té verde, Tempranillo, madurez uva, polifenoles. 


1. Introducciòn 


La composicibn fenélica es determinante en las propiedades organolépticas de los 
vinos tintos. Es generalmente aceptado que el incremento de color y de la estructura fenélica 
de los vinos va acompafiado de un incremento de la calidad de éstos. Las técnicas de cultivo 
empleadas en el vifiedo, la variedad de uva, su grado de madurez, y las técnicas de vinificacién 
aplicadas, determinan la concentracién y composicién en polifenoles de los vinos. 

La variedad Tempranillo es la segunda en implantacién en Utiel-Requena, pero un 
porcentaje muy importante de la uva aqui cultivada no consigue la calidad deseada para 
elaborar vinos competitivos, por lo que se relega su utilizacibn a mezclas para vinos comunes, 
y en muchos casos es sustituida poco a poco por otras variedades de més fàcil adaptacién. En 
nuestra zona mediterranea, dénde el subsector vitivinicola tiene una importancia capital 
dentro del sector agrario, es fundamental la investigacién para conseguir incrementar la 
calidad de nuestros vinos. 

Una de las vias posibles para incrementar la calidad de estos vinos puede ser la 
aplicacién de soluciones hidroalcohélicas a los racimos durante la maduracién, que promueven 
la sintesis de etileno por parte de la planta con el consiguiente incremento en la sintesis y 
acumulacién de polifenoles [1]. Otra herramienta es la aplicaciébn de extractos vegetales en el 
vifiedo con el objetivo de modular la respuesta fisiolégica de la planta y mejorar la 
composicién de las uvas [2, 3], contribuyendo a incrementar la concentracién de polifenoles y 
màs concretamente la de antocianos y su extractibilidad [2, 4, 5]. La aplicacién de estas 
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técnicas puede ser una herramienta muy util en el disefio de sistemas de produccién 
vitivinicola que garanticen la sostenibilidad del cultivo, considerando siempre la mejora de la 
calidad como un objetivo fundamental. La pulverizacibn con extractos naturales de plantas 
podria ser también de gran interés para la viticultura orgànica. 

Para intentar mejorar el comportamiento de la variedad Tempranillo y evitar su 
desaparicién en la zona, se ha planteado el presente trabajo, en el que se estudia el efecto de 
la aplicacién del extracto alcohélico de té verde con el objetivo de mejorar las caracteristicas 
cromàticas de los vinos y estabilizar su composicién polifenélica. 

El extracto de té verde tiene un alto efecto antioxidante, y gran parte de este poder es 
debido a su concentracién en catequinas, de las cuales la epigalocatequina galato es la méàs 
abundante. A su vez, las catequinas tienen una probada accién copigmentante que contribuye 
al incremento y a la estabilidad del color de los vinos [6, 7, 8, 9]. La copigmentaciòn es un 
equilibrio que implica la asociacién preferencial y no covalente de las formas coloreadas de los 
antocianos con un grupo de componentes, fenélicos o no, llamados copigmentos, para formar 
complejos de apilamiento vertical tipo sandwich, unién que se mantiene por enlaces de baja 
energia, de tipo Van der Waals, o bien mediante enlaces covalentes [10]. La copigmentaciòn 
afecta mucho al color de los vinos jévenes e influye sobre las reacciones de oxidaciòn, 
condensacién y polimerizacién de las sustancias fenélicas, ya que disminuye la cinética de las 
reacciones que se producen durante el envejecimiento de los vinos [6, 9]. La suplementaciòn 
prefermentativa con estos copigmentos puede suponer un incremento de los procesos 
naturales de asociacién inter e intra moleculares de los antocianos, constituyendo un primer 
paso en la formaciòn de pigmentos més estables durante el envejecimiento de los mismos. 


2. Material y métodos 


EI ensayo se realiz6 en un vifiedo de la variedad Tempranillo perteneciente a la 
Denominacién de Origen “Utiel-Requena”. El extracto de té verde se aplicé unos 10 dias antes 
de la vendimia mediante pulverizaciòn foliar en la zona de los racimos. El disefio experimental 
de los ensayos fue de tipo factorial, en bloques completos al azar con tres repeticiones. 

La concentracién de flavanoles presentes en el extracto de té verde (ACOFARMA), se 
determinò segun el método propuesto por Nishitani y Sagesaka [11]. El extracto se disolvié 
previamente en una disolucién hidroalcohélica hasta alcanzar una dilucién que nos permita 
aplicar al vifiedo una concentracién de 100 mg/kg de uva de flavanoles, y se incorporò junto 
con un tensoactivo no iénico que favoreciò la adherencia a los hollejos (Etaldina S de Bayer). 
Se considerò, basandonos en la experiencia previa, que esta concentraciòn y este periodo de 
tiempo era el éptimo para que se produjeran las reacciones de copigmentacién esperadas. 

A partir de este momento se realizé el seguimiento de la maduracién polifendlica de la 
uva, tanto de la tratada como del resto de la uva. Con esta ultima se Illevaron a cabo en 
bodega los ensayos control, y los ensayos con adicibn prefermentativa de los flavanoles 
presentes en el extracto de té verde. 

La vendimia se realizò 10 dias después de la aplicacién de los copigmentos, en cajas de 
20 kg, encubéndose la pasta obtenida de las uvas tratadas directamente en depòsitos de 50 L. 
La pasta procedente de la uva sin tratar se distribuyò en 15 depésitos de 50 litros, tres de los 
cuales se utilizaron como control, a tres de ellos se les adicionò conjuntamente catequina+ 
epicatequina+galato de epigalocatequina, a tres se les adicioné exclusivamente catequina, a 
otros tres epicatequina y a tres Ultimos galato de epigalocatequina. La adicién prefermentativa 
conjunta de catequina, epicatequina y galato de epigalocatequina se realizò aproximando su 
concentracién a la que contenia el extracto de té verde adicionado a las uvas. La adicién 
prefermentativa de catequina, de epicatequina y de galato de epigalocatequina se realiz6 con 
el objetivo de estudiar el efecto de estos flavanoles por separado, y para ello se utilizé una 
concentracién de 100 mg/Kg de uva, similar a la que contienen la totalidad de flavanoles del 
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extracto de té verde. Los compuestos puros fueron suministrados por Sigma-Aldrich. En todas 
las vinificaciones efectuadas se realizé una fermentacién tradicional en tinto, con levaduras 
seleccionadas, temperatura de fermentacién entre 25-27 2C y dos bazuqueos diarios. Al cabo 
de 10 dias de maceracién-fermentacién se practicò un prensado a baja presiòn, y se mezclò el 
vino flor con el vino de primera prensada. La fermentacibn malolàctica se realizé con bacterias 
Oenococcus oeni comerciales. Una vez concluida la fermentacién malolàctica, y previo 
sulfitado a 30 mg/L de sulfuroso libre, los vinos se trasegaron y homogeneizaron, y se 
determinò su composicién polifendlica al cabo de tres meses. 

Para la determinaciòn de los parametros convencionales, IC e IPT, se siguiò el método 
oficial (Comisiébn Europea, 1990). El porcentaje de color debido a los antocianos 
copigmentados, polimerizados y libres se determinò segùun Levengood y Boulton [12]. La 
concentracién de antocianos totales y sus monoglucésidos se realiz6 por el método propuesto 
por Boido et al. [13]. La concentracién de taninos se determinò segun Sommers y Evans. Para 
conocer el porcentaje de antocianos combinados con taninos se utilizéò el indice de PVPP. El 
grado de polimerizacién de taninos se calculé con el indice Dmach, y la astringencia de los 
taninos se estimé por el método referenciado por Llaudy et al. [6]. El tratamiento estadistico 
consistiò en andlisis ANOVA realizados con el programa informàtico STATGRAPHICS Plus 5.1. 


3. Resultados 


En la tabla 1 se muestra la madurez fendlica en el momento de la vendimia de las uvas 
control y las tratadas con té verde. Se observan diferencias en el potencial de antocianos 
estraibles, polifenoles totales y extraibles. La mayor extractibilidad de las uvas tratadas con té 
verde posiblemente ocasionarà mayor extraccién de estos compuestos durante la vinificaciòn. 


Tabla 1. Media y desviaciòn estàndar de los paràmetros de madurez polifenélica de las uvas 


Potencial Total Potencial de Potencial Total Potencial . Potencial ‘hili 
. î 3 . Potencial Total p Extractibilida 
de Antocianos Antocianos de Intensidad Extraible de de Polifenéles Extraible de d Antocianos 
(mg/L) Extraibles (mg/L) Colorante IC Polifenoles (%) 


CONTROL 418,54+11,6 214,23+22,9b 6,65+t1,12 5,81+0,15 24,53+2,6b 15,87+18b 48,82+5,2a 


TE VERDE 417,08+14,3 290,94+7,4a  6,55+0,36 5,52+0,25 31,93+1,3a 18,41+12a 30,20+2,2b 


Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (a= 99 %) 


En la tabla 2 se recogen los paràmetros determinados en los mostos de las uvas 
procedentes de los controles sin tratamiento, y de las uvas tratadas con té verde. Los 
resultados se corresponden con los valores habituales en los mostos de Tempranillo de la 
zona, que se caracterizan por una baja concentracién de azùcar y una deficiente acidez total, 
que en este caso no se acompafia de un pH muy elevado. Se observan diferencias significativas 
en la IC y el IPT de los mostos cuyas uvas han sido tratadas con té verde. 


Tabla 2. Composicién media y desviaciones estàndar de los mostos de Tempranillo 


Acidez Total d È Alcohol Antocianos 
pH (g/L TH) SBaume probable le IR Totales (mg/l) 


CONTROL 3,52+0,01 3,71+0,09  12,25+0,0 12,45+0,03 2,42+0,1b 1155+0,1b 412,45+10,06 


TÉ VERDE 3,48+0,06 3,47+0,10 12,21+0,0 12,51+0,01 4,63+0,0a 13,27+0,02a 423,08+14,29 


Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (a= 99 %) 


La tabla 3 muestra los paràmetros polifenélicos de los vinos elaborados tres meses 
después de acabada la fermentacién malolàctica. Podemos apreciar que los vinos cuyas uvas 
han sido tratadas con té verde muestran valores significativamente més elevados que los vinos 
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control para los paràmetros relacionados con el color, especialmente los tonos rojos, indice de 
ionizacién, antocianos totales, copigmentados y polimerizados. La adicién prefermentativa 
conjunta de los flavanoles que contiene el té verde dio lugar a resultados similares a los 
observados con la adicién de extracto en el vifiedo, aunque su efecto no es tan intenso. De los 
flavanoles ensayados, la epicatequina es la que presenta el mejor comportamiento con 


relacibn al mantenimiento del color y de los compuestos polifenélicos. 


Tabla 2. Composicién polifenélica de los vinos de Tempranillo al cabo de tres meses 


CAT+ EPICAT+ GALATO DE 

CONTROL TE VERDE G-EPIGALOCAT CATEQUINA —EPICATEQUINA EPIGALOCATQ 
A420 3,59+0,16b 3,92 +0,33 a 3,56+0,05b 3,45+0,22b 3,85+0,31b 3,63+0,20b 
A520 6,46 + 0,26 c 7,93+0,56 a 7,37+0,10b 7,04+0,38b 7,61+0,14a 7,17+0,23b 
A620 1,62 + 0,07 ab 1,83+0,19a 1,37+0,05b 1,72+0,09a 1,60+0,08a 1,73+0,29a 
IC 11,67+0,46c  13,68+1,12a 12,30+0,13bc 12,2+0,6bc 13,16+0,67b 12,53+0,86bc 
Matiz 58,70+0,66a 55,23+1,35ab 53,80+0,73b 58,11+2,3a 61,31+2,02a 57,42+1,75a 
fndice lonizacibtn 34,35+0,81c  46,06+3,37a 4114+2,60b 39,8+7,9bc 41,81+5,97b 39,53+7,81bc 
Antocianos(mg/L) 599,8+30,3b 637,6+40,1a 622,1+11,3ab 606,4+9,6b 643,1+191a 650,1+29,1a 
Malvidina (mg/l)  287,5+26,5a 312,6+16,8a 307,96+12,7a 298,6+9,8a 321+23,5a 318,5+17,7a 
% Ant. copigmen 17,35+3,35b 27,79+5,20a 27,01+3,76a 21,67+1,8b 25,67+1,88a 23,77+1,93 ab 
% Ant. Libres 53,47+3,44a. 44,78+1,99b 48,61+2,76b 46,33+2,1b 49,63+3,62b 49,87+5,61ab 
% Ant polimeriza 29,18+1,17a 27,43+3,72a 24,38+1,79ab 17,99+0,5b 17,99+0,53b 17,99+0,53b 
IPT 45,25+0,50c 54,25+0,50a 49,50+1,73b 50,85+0,9b 49,85+1,67b 46,25+0,61bc 
Taninos (g/L) 1,66 + 0,15 a 1,72+0,26a 1,93+0,11a 196+0,25a 186t+0,15a 1,76+0,08 a 
fndice PVPP 75,72+3,50b 78,48+2,65a 81,61+2,43a 76,73+39b 77,32+2,8b  73,63+5,50b 
indice DMACH 46,75+4,30a 43,76+7,37a 46,82+3,04a 47,22+4,8a 45,56+3,74a 49,72+8,20a 
% Astringencia 60,48 + 10,1a 56,14+9,95a 60,82+6,13a 61,5+15,1a 63,27+5,13a 59,82+11,12a 


Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (a= 99 %) 


4. Conclusiones 


La pulverizacién de extracto hidroalcohélico de té verde en el vifiedo nos ha permitido 
incrementar el color de los vinos de Tempranillo, asî como la estabilidad de sus antocianos. La 
adiciòn prefermentativa de los flavanoles que contiene el té verde podria ser también eficaz, 
pero no es una practica permitida, ni econémicamente rentable, debido a su alto precio. 
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RESUMEN: 


La calidad organoléptica de destilados de vino depende tanto de la materia prima como del 
proceso de destilacién. El empleo de columnas de rectificacién con reflujo variable puede 
ser una via para la obtencién de destilados o fracciones de destilado con caracteristicas 
organolépticas especificas. En este trabajo se han evaluado diferentes estrategias de 
destilacién basadas en la variacién del reflujo interno de una columna de destilacién con el 
objetivo de lograr fracciones de destilado con alto contenido en compuestos terpénicos. Los 
resultados han mostrado que una reducciòn dréstica del reflujo en una etapa temprana del 
corazén de la destilacién produce una fraccién de destilado con una alta concentracién en 
compuestos terpénicos. 


Palabras clave: Bebidas Alcohélicas, Destilacién, Aromas, Terpenos. 


1. Introducciòn 

La calidad organoléptica de los destilados de vino depende tanto de la materia prima 
como del proceso de destilaciòn. Asî, la variedad de uva empleada para elaborar el vino puede 
aportar compuestos varietales del aroma que caractericen el aroma del vino como por ejemplo 
los compuestos terpénicos de las uvas de Moscatel que aportan al vino aromas florales. Por 
otro lado, los sistemas de destilacién clàsicos tipo alambique Charantais presentan pocos 
grados de libertad en su operacién y no permiten actuar sobre el proceso de destilaciòn. Una 
alternativa para mejorar el control de la destilacibn es el acoplamiento de una columna de 
rectificacién de reflujo variable controlado por un refrigerante parcial de caudal variable (1). 

Estudios previos del grupo de investigacién han demostrado la capacidad deun 
destilador acoplado a una columna de rectificacién (de reflujo variable) para la obtencibn de 
aguardientes con caracteristicas diferenciadas con respecto a los obtenidos mediante 
destilacién clàsica. Asf, Arrieta-Garay et al.(2-4) comparò los destilados obtenidos a partir de 
orujos de uva y fermentados de zumo pera y kiwi mediante alambique y columna de 
destilacién. Los resultados mostraron importantes diferencias en composicibn quimica y en 
caracteristicas organolépticas, siendo, en general, los productos de destilacibn en columna 
mejor valorados por los catadores. Sin embargo, el sistema de destilacién con columna de 
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reflujo variable podria permitir un control de la composicién del destilado en las diferentes 
etapas de la destilacién con el objetivo de concentrar ciertos componentes en determinadas 
fracciones del destilado. 

EI objetivo de este estudio es la obtencién de destilados o fracciones de destilados con 
caracteristicas aromaticas especificas (notas florales) mediante el empleo de estrategias de 
destilacién basadas en la variacién de reflujo de una columna equipada con un refrigerante 
parcial de caudal variable. 


2. Material y métodos 

Sistema de destilacién: Para realizar este estudio se ha dispuesto de un sistema de 
destilacién a escala piloto que consta de un destilador de 50 litros acoplado a una columna de 
relleno (10 cm de malla de cobre) con un condensador interno parcial de caudal variable que 
permite modificar/variar el reflujo interno de la columna durante el proceso de destilaciòn. 

Estrategias de destilacién y andlisis: Se utilizé un vino de Macabeo enriquecido con 
terpenos comerciales de grado alimentario (4 mg/L para los terpenos limoneno, linalol y a- 
terpineol, y 6 ml/L para los terpenos p-citronelol, geraniol y nerol). Se destilaron 25 litros de 
vino y se recogieron 3.5 L de destilado en 13 fracciones.En la Tabla 1 se muestran los caudales 
de refrigeracién parcial de las dos estrategias evaluadas (STR-1 y STR-2) y los grados 
alcohélicos de cada una de las fracciones destiladas. Las destilaciones se realizaron por 
duplicado.El grado alcohélico se determiné por densimetria electrénica (Anton Para DSA 
5000M). Los compuestos volàtiles de los destilados fueron analizados mediante inyecciòn 
directa de las muestras (ajustadas a 40 v/v) en un cromatégrafo de gases (GC-FID). 


Tabla 1. Estrategias de destilaciòn 


Estrategia-1 Estrategia-2 
Volumen Caudal de Grado Caudal de Grado 
Fracciòn fracciòn refrigeraciòn alcohélico refrigeraciòn alcohélico 
[mL] parcial [mL/min] [v/v] parcial [mL/min] [v/v] 
F1 100 100 83.3+0.2 180 83.1+0.5 
F2 100 100 87.0+0.3 120 89.3+0.6 
F3 300 50 87.0+0.9 100 90.5+0.4 
F4 300 75 88.8+0.4 25 79.3+1.5 
F5 300 100 90.5+0.1 15 70.4+1.5 
F6 300 50 84.8+0.4 50 82.0+0.6 
F7 300 25 69.9+0.9 15 66.6+0.3 
F8 300 50 74.7+0.4 25 66.8+t1.4 
F9 300 25 61.8+0.6 50 74.0+1.1 
F10 300 75 76.0+2.8 75 82.5+2.4 
F11 300 50 59.0+1.8 25 53.4+3.0 
F12 300 25 38.8+1.5 75 70.6+0.9 
F13 300 0 20.4+1.0 0 23.6+3.8 


3. Resultados 

Los resultados obtenidos para los 6 terpenos estudiados se muestran en la Figura 1. 
Como se puede observar, los contenidos de los terpenos en las primeras fracciones del 
destilado fueron menores en los casos en los que el caudal de refrigeracién parcial fue mayor, 
logrando asi una menor pérdida de estos compuestos en la cabeza de destilacién. La Unica 
excepciòn fue el limoneno debido probablemente a que es el terpeno més volàtil. Ademés, se 
puede observar que la disminucién del reflujo en determinadas zonas del corazén de la 
destilacién permite obtener fracciones con alto contenido en terpenos. En particular, la 
estrategia 2 (STR-2), con valores de caudal de refrigeracién parcial de 50, 25 y 15 ml/min entre 
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los volùmenes de destilado de 500 a 1400 ml generò fracciones con alto contenido en 
terpenos y con caracteristicas organolépticas donde la nota floral se percibiò. 
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Figura 1: Contenido de terpenos en cada fraccién para cada estrategia de destilaciòn. 


En funcién de los resultados obtenidos y del andlisis sensorial de las fracciones, se 
separò como fraccién de cabeza del destilado los 500 primeros mL, y como fraccién corazén un 
volumen de 2700 mL (desde 500 a 3200 mL de destilado). A su vez, el corazén de dividiò en 
dos sub-fracciones: CR-1 (desde 500 a 1700 mL de destilado) y CR-2 (de 1700 a 3200 mL de 
destilado). En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de terpenos y del total de compuestos de 
cabeza y de cola (en relacién a la cantidad total destilada) presentes en las fracciones de 
cabeza y corazén. Como se puede observar, la sub-fraccibn CR-1 mostrò, para la STR-2, 
mayores porcentajes de terpenos y menores de compuestos de cabeza que la STR-1. Ademés, 
los valores de los compuestos de cola en CR-1 fueron mucho menores que en la sub-fraccién 
CR-2, lo que puede permitir obtener una fraccién destilado CR-1 con un marcado caràcter 
floral y libre de notas propia de las colas de destilaciòn. 
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Tabla 2. Porcentajes mésicos de cada fracciòn en relaciòn a la cantidad total destilada. 


Cabeza Corazòn CR-1 CR-2 
STR-1 STR-2 STR-1 STR-2 STR-1 STR-2 STR-1 STR-2 
Limonene 60.1+1.9a = 79.9+1.8b | 39.9+19b  20.1+18a | 29.1+19b  10.8+0.9a | 10.7+0.0 9.3+1.0 
Linalol 69.6+5.1b = 32.6+14a | 30.4+5.1a 674+14b | 26.2455a  59,3+24b | 4.2+04a 80+10b 


a-terpineol | 11.6+0.1b = 2.0+0.4a | 88.4t0.1a 98.0+0.4b | 45.0t10a 59.9+0.9b | 43.4t1.1b 38.1+04a 
B-citronelol | 26.5+0.7b = 5.3+1.0a | 73.5+0.7a  947+10b | 44.7+3.2a  67.6+1.7b | 28.8+24 27.1+2.7 


Nerol 89.2+15.3 54.1+7.4 7.9+11,2 45.9t7.4 7.9+11,2 45.9+7.4 n.d. n.d. 

Geraniol 69.8+6.7b = 17.2+0.4a | 30.2+6.7a 82.810.4b | 27.4+6.6a  76.3+0.9h 2.8+0.1 6.5+1.3 
Terp? 32.5+1.7b = 15.7+1.2a | 67.5+17a  843+1.2b | 39.1+2.7a  55.9+0.0b | 28.4t10 28.4+1.2 
CCB? 57.8+11a = 70.2+3.3b | 42.2+11h 298+3.3a | 28.3+13b  13.1+2.2a | 14.0+24 16.7+1.2 
CCL° 1.1+0.1 0.9+0.5 98.9+0.1 99.1+0.5 13.2+0.3 a 24.8+2b | 85.8+0.4h 743:15a 
SR 86.2+0.4a = 88.8t0.4b | 71.6+0.2b 717+0.7a | 83.5+0.5b  746+10a | 62.1+0.0a 69.5+18b 


a compuestos terpénicos indicados en la tabla. ® compuestos de cabeza (acetaldehido, acetato de metilo, acetal, acetato de 
etilo y metanol). © compuestos de cola (furfural, lactato de etilo y R-feniletanol). “Grado alcoholico expresado en % de alcohol 
(v/v). Letras diferentes indican diferencias significativas entre estrategias (p<0.05). n.d: no detectado. 


4. Conclusiones 


A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que el empleo de una columna 
de destilacién equipada con un refrigerante parcial que controle el reflujo interno de la 
columna puede permitir obtener sub-fracciones en el corazén del destilado con caracteristicas 
organolépticas diferenciadas y con mayor impacto sensorial. 
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RESUMEN: 


En este trabajo, se ha aplicado la técnica extractiva de Microondas por Hidrodifusién y 
Gravedad (MHG) a pepitas obtenidas del orujo de la variedad Mencia tras la fermentacién 
alcohélica. En el hidrolato obtenido, se analizaron, por triplicado, los compuestos fendlicos, 
la capacidad antioxidante y la composicién volatil por Cromatografia de Gases acoplada a 
Espectrometria de Masas (GC-MS); asi como una evaluaciòn olfativa. También se hizo una 
microscopia electrénica del extracto resultante tras la extraccién. Los resultados obtenidos 
muestran que los hidrolatos poseen bajos valores de contenido fenélico y de capacidad 
antioxidante, aunque unos intensos y agradables aromas que pueden ser empleados para 
diversas aplicaciones. 


Palabras clave: Pepitas, Mencia, fenoles, capacidad antioxidante, compuestos volàtiles 


1. Introducciòn 


En la actualidad, una de las principales preocupaciones de la sociedad es la situacién 
en la que se encuentra el Medio Ambiente. Cada vez estamos més concienciados de conseguir 
la meta del desarrollo sostenible; es decir, proteger y preservar el Medio Natural para que las 
futuras generaciones puedan disfrutarlo y aprovechar los recursos que este nos proporciona. 
Por eso, es cada vez més importante disminuir la cantidad de residuos que producimos. 


La uva es uno de los principales cultivos de frutas a nivel mundial, y por ello, cada dia 
aumenta la cantidad de desechos producto de diversas actividades agroindustriales, lo que 
hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias de manejo adecuadas a fin de evitar 
problemas de contaminacién ambiental [1]. Los biorresiduos resultantes de la elaboraciòn del 
vino suponen una fuente de compuestos quimicos que, puestos en valor, podrian ejercer un 
impacto econémico y medioambiental positivo [2]. 


La industria vitivinicola forma parte de una de las principales actividades 
agroindustriales de la Comunidad Auténoma de Galicia, con varias Denominaciones de Origen 
(D.O.), con cultivo en, aproximadamente, 9.135 ha de terreno. Este sector no sélo aporta 
importantes beneficios econémicos a la Comunidad gallega sino que, ademés, genera grandes 
cantidades de residuos que deberian ser procesados. 


EI objetivo de este trabajo fue estudiar la posibilidad de aprovechamiento y 


revalorizacién de los residuos generados en el sector vitivinicola (concretamente orujo), con el 
fin de reducir la contaminacién ambiental, empleando, ademés, una tecnologia ‘verde’, limpia 
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y responsable con el Medio Ambiente, como es la técnica de extracciòn por Hidrodifusiòn 
asistida por Microondas/Gravedad. 


2. Material y métodos 


Muestras: El orujo de uva utilizado en este trabajo estaba constituido por hollejos, pulpas, 
pepitas y escobajos de la variedad Mencia, proporcionado por una bodega de la Denominacién 
de Origen Ribeiro tras la fermentacién alcohélica del vino. Se separaron las pepitas y se 
almacenaron congeladas hasta su utilizaciòn. 


Imagen 1. Muestra de orujo inicial (“fresco”): pepitas (derecha). 


Extracciòn asistida con Microondas por Hidrodifusién y Gravedad (MHG): Se ha utilizado un 
microondas que permite realizar la hidrodifusién del material vegetal que se pretende analizar 
sin afiadir ningun tipo de disolvente, a presiòn atmosférica, mediante el empleo de radiaciòn 
microondas y la fuerza de la gravedad [3]. 


Tras previa optimizaciòn de la potencia de irradiacién, a 100 g de la muestra de pepitas 
se les aplicò la potencia de 25 W, durante 344 minutos, y se recogieron 35 mL de hidrolato, 
que se conservò a temperatura de refrigeraciéòn hasta su posterior andlisis. 


Compuestos fenélicos: La cantidad de fenoles totales se determinò con el reactivo de Folin- 
Ciocalteu mediante el método descrito por Singleton & Rossi [4] y lectura de la absorbancia a 
765 nm. 


Capacidad antioxidante: Para determinar la capacidad antioxidante se emplea el método de 
equivalentes en Trolox o TEAC, el cual permite cuantificar la actividad antirradicalaria de 
compuestos antioxidantes presentes en las sustancias analizadas mediante una reacciòn 
quimica y registrando los valores de absorbancia a una longitud de onda de 734 nm [5]. 


Compuestos volatiles: Los compuestos volàtiles fueron obtenidos por extraccién liquido- 
liquido con diclorometano, concentrados a 0,5 mL bajo nitrégeno e inyectados en un 
cromatégrafo Hewlett Packard equipado con una columna HP-Innowax (50 m x 0,25 mm x 0,25 
um). Las distintas sustancias volatiles fueron identificadas a través de los espectros de la 
libreria WILEY 7N y por comparaciòn con las sustancias puras. 


Analisis sensorial: La valoracién aromética del hidrolato fue Ilevada a cabo, de manera 
cualitativa, por varios analistas experimentados, donde se expusieron el màximo numero de 
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descriptores aromaticos generados por la muestra, poniendo en comun todos aquellos que 
màs caracterizaban a la extraccién y ordenàandolos en funcién de su intensidad. 


3. Resultados 


Compuestos fendlicos: El hidrolato procedente de la extraccién de las pepitas de orujo 
mediante MHG presentò un contenido fenélico de 1,49 g GAE/100 g pepitas. Sin embargo, al 
referirlo al extracto, las pepitas permiten obtener hidrolatos con un 0,04 % en compuestos 
fenélicos, muy inferiores al 0,5 % cuantificado por Baydar et al. [6] en los extractos obtenidos 
mediante Soxhlet de diferentes partes de la uva de las variedades Cabernet Sauvignon, Kalecik 
Karasi y Narince. 


Capacidad antioxidante: El hidrolato obtenido a partir de las pepitas presentò un valor de 0,31 
mM de Trolox/100 g pepitas. Baydar et al. [7] afirmaron que los extractos de uva son fuentes 
de antioxidantes naturales excelentes, encontrando que los mayores niveles de antioxidantes 
se encuentran en la piel y pepita, seguida del bagazo y la pulpa. 


Compuestos volatiles: Los perfiles arométicos de la muestra inicial y del hidrolato obtenido 
mediante MHG son similares (Figura 1), aunque ciertos compuestos sélo se detectaron en el 
hidrolato procedente del MHG, como por ejemplo, piruvato de etilo, lactato de metilo, 
malonato de dietilo, 2-hidroxivalerato de etilo y acetato de 4-feniletilo, dentro de la familia de 
los ésteres, o los àcidos 2-etil-hexanoico y heptanoico. 


BPepitas iniciales MPepitas MHG 


Nùmero de compuestos 
volatiles detectados 


Ésteres etilicos Otros ésteres Acidos Alcoholes Aldehidos y cetonas Terpenoides Fenoles volatiles —‘Compuestos varios 


Figura 1. Nùmero de compuestos volatiles, agrupados por familias, 
identificados en ambos tipos de muestras de pepitas. 
En el caso de los alcoholes, los compuestos presentes exclusivamente en la muestra de 
MHG son 2-hexanol, 2-etil-1-hexanol, furfurol, 2-fenil-2-propanol, dodecanol, tetradecanol y 2- 
fenoxi-etanol, y algunos aldehidos o cetonas, como furfural y 2-fenil-2-butenal, o la 2,3- 
butanodiona. La mayoria de los terpenoides que se hallaron en la muestra obtenida mediante 
MHG tampoco fueron detectados en la muestra inicial de pepitas; entre ellos se encuentran 
citronelol, isopulegol, cumenol y dihidrojasmonato de metilo, que pudiera ser debido a que 
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con el tratamiento con MHG se alcanzaron temperaturas en torno a 502C, y que se hubiese 
facilitado la extracciòn de los mismos. 


Andlisis sensorial: El perfil sensorial del hidrolato de las pepitas de orujo de Mencia fue 
descrito, por orden de intensidad, por aromas afrutados, relacionindose con olores que 
recuerdan a frutas maduras, como el melocotén o las uvas pasas. En segundo lugar, aparecen 
matices herbàceos o vegetales, que se vinculan con ligeros aromas a hierba seca. Finalmente, 
se manifiestan los aromas tostados y que se asocian con una amalgama de cacao, chocolate, 
caramelo y ‘toffee’. 


4. Conclusiones 


EI tratamiento de las pepitas procedentes de orujo de la variedad Mencia mediante esta 
técnica extractiva ‘verde’ ha permitido obtener un hidrolato que, si bien presenta menor 
contenido en sustancias volàtiles que las pepitas iniciales, también han sido identificados otros 
compuestos no presentes, al menos a nivel detectable, en la muestra inicial, por lo que podria 
ser aplicado en diferentes industrias (alimentaria, cosmética, etc.) como aromatizante. 
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RESUMEN: 


Palabras clave: /iberacién de aroma, cavidad oral, saliva, matriz del vino, persistencia 


La liberacién intraoral del aroma puede estar relacionada con la persistencia del aroma 
de los vinos, una propiedad importante en su definiciòn de calidad. Para comprobar si 
esta capacidad se ve afectada por los cambios que se producen en la composiciòn de la 
saliva tras la exposicién de la cavidad oral al vino, en este trabajo se han empleado 
condiciones in vivo para evaluar mediante la técnica de intra oral HS-SPME la cantidad 
de aroma liberado en la cavidad oral de tres individuos tras la administracién de vinos 
aromatizados con seis compuestos odorantes y diferente composicibn no volatil 
(blanco, tinto joven y tinto crianza). A su vez, se ha comprobado su relacién con los 
cambios que se producen en la composicién de la saliva (flujo, pH, proteînas y 
polifenoles). Los resultados sefialan diferencias interindividuales en la cantidad del 
aroma liberado que podrian estar relacionadas con las diferencias en el contenido de 
proteinas totales y la disminucién en el pH de la saliva que son méàs importantes en el 
caso de la exposiciòn a los vinos tinto joven y blanco. Estos resultados indican la 
importancia de considerar tanto los factores composicionales del vino como los 
fisiolégicos (saliva) para explicar la persistencia y percepcién prolongada del aroma 
tras el consumo. 


1. Introducciòn 


Se ha comprobado que la saliva puede influir la composicién del aroma retronasal a través de 
distintos efectos: dilucién, por interacciones entre los compuestas del aroma y constituyentes 
de la saliva (proteînas), por su actividad enzimàtica o por su capacidad amortiguadora del pH 
entre otras. En el caso del vino, sin embargo, hay escasos trabajos cientificos encaminados a 
evaluar el efecto de la saliva en el aroma. Por otro lado, los pocos resultados que existen, 
muestran resultados contradictorios. Por ejemplo, Mitropoulou et al. [1] en vinos modelo 
suplementados con taninos observaron un aumento en la liberacibn de compuestos 
hidrofébicos y una disminucién de los més hidrofilicos en presencia de saliva. Por su parte, 
Genovese et al. [2] encontraron una disminucién de la mayoria de compuestos volatiles en 
presencia de saliva en vinos blancos y tintos. Màs recientemente, Mufioz-Gonzdlez et al. [3] en 
un estudio sistemàtico empleando condiciones de espacio de cabeza estàtico y dinamico, 
evaluaron el papel de la saliva y su composicién en la liberacibn de màs de cuarenta 
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compuestos representativos del perfil volàtil del vino. En este estudio, se comprobé que en 
condiciones estàticas, los vinos suplementados con saliva humana a diferencia de los 
suplementados con saliva artificial, liberaban menor cantidad de compuestos de aroma, y este 
efecto era mayor en vinos tintos que en vinos blancos. A pesar del valor de este tipo de 
estudios, se desconoce si en condiciones in vivo, existe una relaciébn entre los cambios de 
composiciòn de la saliva tras el consumo de vino y la liberacién del aroma en la cavidad oral y 
del efecto que la composicién de la matriz no volàtil podria ejercer en el aroma intraoral 
liberado. 


Por tanto, el objetivo del presente trabajo ha sido comprobar si la exposicién de vinos de 
diferente composicién no volatil (blanco, tinto joven y tinto crianza) a la cavidad oral cambia la 
composiciòn de la saliva y afecta a la liberacién intraoral de aroma en condiciones in vivo 


2. Material y métodos 


Para este estudio, se emplearon tres tipos de vinos, un vino blanco, un vino tinto joven (2013) 
y un vino tinto de crianza (2007) Todos los vinos fueron aromatizados con una solucién de 
compuestos de aroma (acetato de etilo, hexanoato de etilo, linalol, guayacol, B-feniletanol y p 
-ionona) a una concentracibn de 1mg/L. 

La monitorizaciòn del aroma liberado en la cavidad oral se realizo mediante la técnica de HS- 
SPME intra-oral aroma ralease recientemente desarrollado en el laboratorio [4]. Brevemente, 
el procedimiento consiste en la administraciébn de un volumen de vino en la cavidad oral del 
panelista (n= 3) con el que se enjuaga las superficies mucosas de la cavidad oral. Seguidamente 
el vino es expectorado y se introduce una fibra de SPME en la cavidad oral del panelista 
durante un tiempo definido de extracciòn. Finalmente, la fibra es desorbida en el inyector de 
un GC-MS. El procedimiento se realizé en triplicado empleando tres panelistas. 

Ademàs, se procediò a los andlisis de la composiciòn de la saliva. Para ello, la saliva de los tres 
panelistas se recogiò en condiciones sin estimular (S-SE) y estimuladas (S-E), durante un 
tiempo especifico. Se emplearon para ello tubos estériles que se pesaron para obtener el flujo 
de saliva. Ademés, tras el expectorado de las distintas muestras de vino se recogieron las 
salivas correspondientes a la exposicibn de la cavidad oral al vino blanco (S-B3), tinto joven (S- 
T1) y tinto crianza (S-T4). En todas las muestras se determinò el pH, el contenido de proteinas 
totales por el método de Bradford y el contenido de polifenoles totales por el método de Folin- 
Ciocalteu. 


3. Resultados 


Con los datos obtenidos correspondientes a la liberacién de los compuestos del aroma 
en la cavidad oral se Ilevé a cabo un anglisis de componentes principales (PCA). Como 
resultado, se obtuvieron dos PCs que explicaban méàs del 89% de la variabilidad observada en 
los datos. La PC1 estaba relacionada negativamente con los compuestos linalol (0.97), guayacol 
(0.94), B-phenylalcohol (-0.83) y B-ionona (-0.92). La segunda componente principal estaba 
relacionada con los dos ésteres, acetato de isoamilo (-0.95) y ethyl hexanoato (-0.76). La 
representacibn del aroma liberado de la cavidad oral tras la administracién de los distintos 
vinos en cada panelista se muestra en la figura 1. En funciòn de la PC1 se observan diferencias 
interindividuales en la liberaciébn de aroma entre los individuos 2 y 3, respecto al individuo 1. 
Los dos primeros individuos, presentan valores positivos de PC1 y por tanto muestran en 
general, valores menores en la liberacién de la mayoria de compuestos del aroma comparado 
con los mayores valores de liberacién de estos compuestos que se observan en el individuo 1. 
Por otro lado, se observa que en funcién de la PC2, en el caso de los individuos 2 y 3, hay 
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diferencias en la liberacién de aroma entre vinos tintos y blancos. De hecho, se observa que 
en el caso del vino tinto de crianza, los valores de PC2 son mayores, lo que està relacionado 
con una menor liberacibn de los dos ésteres isoamil acetato y acetato de isoamilo. La 
administracién del vino tinto joven, induce sin embargo, una mayor liberacién de estos 
compuestos. Estos resultados coinciden con trabajos recientes que indican una mayor 
retencién de compuestos del aroma tras la administracién de vinos con mayor contenido de 
polifenoles totales [3] y pone de manifiesto la importancia de este grupo de compuestos en la 
liberacibn del aroma tras el consumo de vino (persistencia del aroma). 


individuo: 1 
15 inesiviin ? 
Individuo: 3 


Individuos 2 y 3 
{no klintody 
tinto Joven 
individuo 1 {indiwv3) 
[vinos blanco y tinto jovan) 


Individuo 2 —>» 
25/ {rino tinto Joven} 


so 25 20 415 40 De) no 05 109 15 
Conti) 


Figura 1. PCA obtenido con los datos de liberacién intra oral de aroma tras la exposicién de 
vinos de diferente composicién a la cavidad oral de los individuos (n=3).. 


Para comprobar si los cambios observados en el perfil de liberacién de aroma estaban 
relacionados con los cambios experimentados en la composicién de la saliva tras la exposicién 
de la cavidad oral a los vinos, se Ilevé a cabo la determinacién del contenido de proteînas 
totales, polifenoles totales, pH y flujos de saliva antes y después de la exposicién de la cavidad 
oral a los vinos. La tabla 1 muestra los resultados para cada panelista. Tras la exposiciòn de la 
cavidad oral a los vinos se produce un aumento en la cantidad de proteina (x2), observada 
tanto con los vinos tintos como con los blancos. Es interesante sefialar que la cantidad de 
proteina total fue siempre menor en las salivas del individuo 1 que en el resto. Por otro lado, y 
como era de esperar, tras el enjuague con los vinos se produce un aumento en el contenido de 
polifenoles totales que es mayor en el caso de la exposiciòn a vinos tintos. Ademés, se produce 
una disminucién en el pH de la saliva de en general dos unidades (desde un pH neutro de 7). 
Resulta destacable la importante bajada de pH que se produce en la saliva del individuo 1, que 
es més evidente tras el enjuague con los vinos tinto joven y blanco (el pH de la saliva pasa de 
valores de 7-7,7 a 4.8). Estos cambios de pH son mucho menos importantes en los otros dos 
individuos, lo que indica una mayor capacidad tamponante de la saliva. Algunos trabajos han 
descrito un efecto de “salting out “o mayor liberacibn de aroma en soluciones de proteînas 
con una disminucién del pH [5] lo que estaria de acuerdo con la mayor liberacién de aroma 
observada en el individuo 1 (figura 1). También la menor concentracién de proteînas 
determinada en este individuo, implicaria una menor capacidad de interaccién con moléculas 
del aroma y por tanto permitiria una mayor liberacién de aromas. Màs aun, se ha comprobado 
que la interaccién entre proteinas y compuestos de aroma se ve desfavorecida a valores de pH 
menores [5], que està de acuerdo con los resultados de liberacibn de aroma observados para 
el individuo 1. Sin embargo, otros paràmetros como el flujo de saliva (mayor para el individuo 
3), o el contenido de polifenoles remanentes en la saliva, no parecen explicar las variaciones 
interindividuales en la liberaciòn de aroma de la cavidad oral. 
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Tabla 1. Cambios en la composicibn de la saliva (valores medios) de los tres individuos antes y 
después de la exposicién de la cavidad oral a los distintos tipos de vinos. 


Antes de la exposicion oral al vino Despues de la exposiciàn oral al vino 


Prateinas totales (mg BSA/L) 


ladividuo 5-SE S-E S-T1 5-14 S-B3 
1 760,03 496,53 1193,50 1370,67 983,37 
2 842,23 725,03 1490,57 1981,77 1319,57 
3 1024,27 337,17 1270,17 1306,57 1196,90 
individuo S.SE SE S7T1 STA S-B3 
1 0,00 0,00 62,57 72,02 43,05 
2 0,00 0,00 73,95 73,95 38,00 
3 0,00 0,00 49,57 72,99 42,10 
pH 
individuo S-SE-a S-Ea S-T1-a 5-74-a 5-B3-a 
1 7,016 7,74 4,864 5,243 4,506 
2 7,143 7,53 4,759 5,966 7,005 
3 7,262 7,622 6,388 7,493 6,711 
Flujo de saliva (g/min) 
individuo 5-5E-0 SEO 5-T1-a STRU SB3-0 
1 0,49 1,33 1,06 0,94 1,00 
2 0,37 0,55 1,08 1,16 0,94 
3 0,83 2,44 1,62 2,00 2,32 


S-5E: saliva sin estimular; SE: saliva estimulada; S-T1: saliva obtenida tras ta exposicion de la cavidati oral 
a un vino tinto joven; S-T4: saliva obtenida tras la exposicion de la cavidad oral al vino tinto crianza; S-B3: 


saliva obtenida tras la exposiciàn oral al vino blanco 


4. Conclusiones 


Se ha confirmado la existencia de diferencias interindividuales en la liberacibn del aroma tras 
la exposicién de la cavidad oral a vinos de distinta composiciòn, lo que produce ademàs 
cambios en la composiciòn de la saliva de los individuos. La menor cantidad de proteînas en la 
saliva y la disminucién del pH observada después de la exposicién de la cavidad oral a vinos 
tintos jévenes y blancos podrian estar relacionadas con la mayor liberacién de aroma 
observada en algunos individuos. 
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RESUMEN: 


En la edicibn del Gienol 2013, presentamos los primeros resultados de un estudio de 
intervencién en humanos sobre los efectos del consumo moderado de vino en algunos 
aspectos relacionados con la funcibn intestinal, comprobando que el consumo de vino 
tinto producia un aumento significativo del contenido, en heces, de metabolitos 
procedentes de la degradaciòn microbiana de los polifenoles del vino, lo que sugerîa 
que estos metabolitos podrîan ejercer su acciòn protectora también en el lumen 
intestinall En esta ocasién, presentamos los resultados del analisis completo del 
metaboloma fecal, es decir, del total de metabolitos presentes en las muestras fecales, 
antes y después del consumo moderado y continuado de vino tinto. Para ello, se 
desarrollò un método metabolémico no dirigido basado en el uso de UHPLC-TOF MS 
(cromatografia liquida de ultra presién acoplada a espectrometria de masas) que 
determinaba la masa exacta de las sehiales m/z detectadas. Tras el procesamiento de 
los datos y el anàlisis estadistico, se encontraron 37 compuestos relacionados con la 
ingesta de vino, de los cuales 20 pudieron identificarse tentativa o completamente en 
las heces, incluyendo: 1) compuestos presentes en el vino, II) metabolitos microbianos 
derivados de los polifenoles del vino, y III) metabolitos endégenos y/o derivados de 
otras vias metabdlicas de nutrientes. Tras el consumo de vino, el metaboloma fecal 
resultaba fortificado en metabolitos derivados de flavan-3-oles procedentes del vino. 
Ademàs, fue relevante la regulaciòn a la baja de la xantina y metabolitos derivados de 
la bilirrubina tales como urobilinégeno y estercobilina tras el consumo moderado de 
vino. Estos cambios en el perfil metabolémico en heces reflejaban, entre otros, cambios 
en la composicién y actividad metabdlica de los microorganismos intestinales como 
consecuencia del consumo moderado de vino. En nuestro conocimiento, este es el 
primer estudio del metaboloma fecal derivado de la ingesta de vino 

Palabras clave: Ingesta moderada y regular de vino, Polifenoles, Microbiota colénica, 
Funcifin intestinal Metahalnma fecal 


1. Introducciòn 


En los uUltimos afios, ha habido gran aumento de la investigacibn relacionada con la 
bioactividad de los componentes de vino y, especialmente, de su biodisponibilidad en el 
cuerpo humano. Los efectos beneficiosos del consumo moderado de vino se han evidenciado 
principalmente en relacibn con las enfermedades cardiovasculares [2-4], asi como con la 
menor incidencia de hipertensién, diabetes, y ciertos tipos de cancer [1,5]. Màs 
recientemente, algunos estudios de intervencién han demostrado que el consumo de vino 
tinto puede promover la salud intestinal mediante la modulacién selectiva de la microbiota 
intestinal, a través de las propiedades antimicrobianas o eventualmente ‘prebiòticas’ de sus 
componentes y/o de los metabolitos derivados de ellos [6]. La mayoria de estos efectos se han 
atribuido a los polifenoles del vino, y existen numerosas evidencias que indican que los efectos 
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beneficiosos asociados con la ingesta de vino parecen deberse màs a metabolitos fenédlicos 
formados en el tracto gastrointestinal, especialmente por la accién de la microbiota colénica, 
que a las formas originales que se encuentran en los alimentos [8, 9]. Hasta ahora, se han 
desarrollado pocos estudios de intervencién para evaluar el impacto metabolémico del 
consumo moderado de vino en la orina y en el plasma [10, 11]. Jacobs et al. [12] han estudiado 
el metaboloma fecal en voluntarios sanos que siguieron una dieta rica en polifenoles a partir 
de zumo de uva combinado con un extracto de vino en un periodo de 4 semanas. En un 
esfuerzo por mejorar nuestra comprensién sobre los efectos biolégicos que los compuestos 
fendlicos (incluyendo polifenoles del vino tinto) ejercen a nivel intestinal, en este trabajo 
hemos Illevado a cabo la caracterizacién del metaboloma de heces humanas antes y después 
del consumo moderado de vino tinto por sujetos sanos durante 4 semanas. 


2. Material y métodos 


2.1. Vino tinto 

Para el estudio de intervencién, se seleccionò un vino tinto joven (Pinot Noir, vendimia 2010) 
(Miguel Torres, S.A.) con un contenido de polifenoles totales de 1.758 mg de equivalentes de 
acido galico/L. Otros paràmetros quimicos fueron: grado alcohélico, 13.8% v/v; pH, 3.52; 
acidez total, 6.45 g de àcido tartàrico/L; y acidez volàtil, 0.56 g de écido acético/L. 


2.2. Disefio del estudio de intervenciòn 

Se disefié y organiz6 un estudio de casos y controles con 41 voluntarios sanos (33 casos y 8 
controles). Para ello, se seleccion6 una poblacién homogénea de edad, sin enfermedades de 
base, no fumadores, con una edad comprendida entre 20-65 afios y de ambos sexos. 

EI estudio consistié en dos periodos, un periodo de lavado (2 semanas) en el que se restringiò 
el consumo de alimentos ricos en polifenoles, y otro periodo de intervencién (4 semanas) con 
vino (Figura 1) [13]. Los 8 sujetos controles siguieron las mismas pautas que los voluntarios, 
con la excepcién de que no ingirieron el vino durante los 28 dias de intervencién. 


( Heces Orina (Heces ) ( Orina 
Rec@pida 250 mLidia — 2 tomas Recogida 


muestras muestras 


Periodo de lavado Periodo de ingesta de vino 


14 dias 28 dias 


Figura 1. Esquema del protocolo del estudio de intervenciòn. 


2.3. Preparaciòn de las soluciones fecales 

Para la preparaciòn de las soluciones fecales, se pesò 1 g de heces en tubos falcén de 15 mL. Se 
afiadieron 10 mL de solucién salina estéril y se agitò con el vértex hasta su homogeneizacién. 
La mezcla se centrifugé (10.000 rpm, 10 min, 42C) hasta que el sobrenadante quedara 
visualmente limpio. Finalmente, se filtrò (0,22 um) y se diluyé con acetonitrilo (1:4, v/v, 
acetonitrilo/solucién fecal) antes del andlisis metabolémico por UHPLC-TOF MS. 


2.4. Analisis metabolémico y procesado de datos 

Las muestras fecales obtenidas al inicio del estudio (muestras basales) y después de la ingesta 
de vino (muestras finales) se analizaron mediante UHPLC-Q/TOF MS segùun el método 
desarrollado por Jiménez-Girén et al [14], que determina la masa exacta de las sefiales m/z 
detectadas. El procesamiento de los datos se realiz6 con el software MZmine (versiòn 2.7.2). 
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2.5. Anàlisis estadistico 

Los métodos estadisticos utilizados para el andlisis de los datos fueron el test de Shapiro Wilk 
para verificar la distribucibn normal de los datos; t-test para muestras dependientes y su 
correspondiente Wilcoxon no paramétrico para detectar metabolitos significativamente 
diferentes atribuibles al consumo de vino; y el andlisis de componentes principales (PCA), a 
partir de la matriz de correlaciòn, para estudiar la variabilidad entre las muestras y los 
metabolitos y las posibles tendencias de las variables debido al consumo de vino. Se fijé el 
valor de p =0,05 para el nivel de significacién de las pruebas. Se utilizé el programa STATISTICA 
para Windows, versi6n 7.1 (Statsoft Inc., 1984 2006, www.statsoft.com). 


3. Resultados 


EI metaboloma fecal contiene informacién acerca de los metabolitos que se encuentran en el 
intestino, muchos ellos derivados del metabolismo de la microbiota intestinal. Los cambios en 
el perfil metabolémico en heces reflejan, entre otros, cambios en la composicién y actividad 
metabélica de los microorganismos intestinales. Muchas de estas actividades metabélicas son 
aùn desconocidas y estàn pobremente caracterizadas. 


Se ha desarrollado un método metabolémico no dirigido basado en el uso de UHPLC-TOF MS 
para lograr la màxima informacién acerca del perfil de metabolitos en 82 muestras fecales 
humanas. Tras el procesamiento de los datos y el anglisis estadistico, se encontraron 37 
compuestos relacionados con la ingesta de vino, de los cuales 20 pudieron ser tentativa o 
completamente identificados, incluyendo: 1) compuestos presentes en el vino, II) metabolitos 
microbianos derivados de los polifenoles del vino, y III) metabolitos endégenos y/o derivados 
de otras vias de metabélicas de nutrientes. Entre los compuestos presentes en el vino, cabe 
destacar el àcido 2-metilbutirico, previamente reportado en heces. Tras el consumo de vino, el 
metaboloma fecal también se fortificé en metabolitos derivados de los polifenoles del vino, en 
concreto, de flavan-3-oles. Igualmente, el estudio metabolémico permitiò la identificaciébn de 
diversos metabolitos derivados de rutas metabélicas de nutrientes no fenélicos y metabolitos 
de origen endégeno. Asi, se identificò el acido glutàrico, procedente del metabolismo de 
aminoéàcidos como lisina y triptéfano, aunque también se ha descrito su producciòn por parte 
de bacterias anaerobias intestinales. Relacionado con el metabolismo de lipidos, se encontré 
que el consumo de vino condujo a una mayor respuesta del metil éster del àcido 
docosahexaenoico (DHA), que es un àcido graso poliinsaturado omega-3. 


Entre los metabolitos identificados de origen endégeno, cabe destacar la xantina, base 
purinica que participa como metabolito intermediario en la degradacién del adenosin 
monofosfato en écido ùrico por acciòn de la xantina oxidasa (XO), cuya respuesta disminuîa 
tras el consumo de vino, lo que concuerda con el efecto potencialmente inhibidor reportado 
para algunos polifenoles del vino, como flavonoides y resveratrol, frente a la enzima xantina 
oxidasa, reportado por otros autores [15]. Otros metabolitos endégenos significativos 
procedian de la degradacién de la bilirrubina, en concreto, urobilinogeno y estercobilina 
(derivada del anterior). La disminucién de la respuesta de estos metabolitos tras el consumo 
de vino se atribuyò a un posible efecto modulador de los polifenoles del vino (y/o sus 
metabolitos) inhibiendo el crecimiento de bacterias del genero Clostridium spp., que parece 
que estàn implicadas en la degradaciòn microbiana de bilirrubina en urobilinogeno. Es decir, 
de alguna forma, todos estos indicios sugieren que muchos de los cambios observados en el 
metaboloma fecal como consecuencia del consumo moderado de vino pueden derivarse a 
cambios en la composicién y/o funcionalidad de la microbiota intestinal, quizàs promovidos a 
su vez por el metabolismo de los polifenoles del vino. 
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4. Conclusiones 


En nuestro conocimiento, este estudio ha sido el primero en la literatura que ha mostrado el 
perfil metabolémico en heces humanas derivado del consumo de vino tinto. Los resultados 
sugieren que algunos compuestos del vino llegan intactos a las heces mientras que otros son 
generados por la microbiota intestinal a partir de los precursores fenélicos del vino. Ademés, 
aporta informacién muy novedosa acerca del impacto del consumo de vino sobre otras rutas 
metabélicas de nutrientes no fenélicos relacionadas, en mayor o menor medida, con la 
actividad metabolica de bacterias intestinales. 
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RESUMEN: 


La aceptabilidad de un vino depende de diversos factores, entre estos sus caracteristicas 
quimicas, precio, premios y otros sujetos a la individualidad de cada persona y sus 
preferencias. En el ùltimo tiempo los compuestos fenélicos inciden mayormente en la 
calidad del vino, especialmente las proantocianidinas. Esto ya que modulan caracteristicas 
como la astringencia, que se considera uno de los atributos sensoriales màs importantes en 
vinos tintos. Es por esta razén, que el objetivo de este trabajo fue conocer la influencia de la 
composicién fenélica de los vinos, en cuanto a la concentracién y proporcibn de 
proantocianidinas, sobre la aceptabilidad de vinos comerciales chilenos de Cabernet 
Sauvignon (CS) y Merlot (ME). Se utilizaron 18 vinos comerciales para cada una de las 
variedades de diferentes denominaciones de origen chilenas, con un rango de precio entre 
7 y 12 euros. Se utilizé un panel sensorial entrenado compuesto por 12 evaluadores para 
medir la astringencia y un panel de consumidores conformado por 68 personas para medir 
aceptabilidad. Los resultados mostraron que vinos con una mayor concentracién de 
proantocianidinas y polimeros de flavanol, son percibidos como més astringentes con claras 
diferencias entre ambas variedades. Ademàs, se observéò una relacibn inversamente 
proporcional entre la astringencia y la aceptabilidad de los vinos (CS, ri = 0,83; ME, ri = 
0,91), demostrando que el consumidor chileno, independiente del sexo, prefiere vinos 
menos astringentes. 


Palabras clave: Aceptabilidad, astringencia, proantocianidinas, Cabernet Sauvignon, Merlot 


1. Introducciòn 


La aceptabilidad de un vino depende de diversos factores, ya sean propios de este, 
como su composiciòn quimica, nivel de alcohol, acidez, composiciòn aromatica; externos al 
vino como el precio, conocimiento de la marca, premios o por factores sujetos a la 
individualidad de cada persona y sus preferencias (1). En el ùltimo tiempo, son los compuestos 
fendlicos los que inciden mayormente en la calidad del vino tinto y las proantocianidinas 
afectan principalmente a paràmetros como la astringencia (2). Es por esta razén que el 
objetivo del presente trabajo fue conocer la influencia de la composicién fenélica de los vinos, 
en cuanto a concentracién y composicién de flavanoles, sobre la aceptabilidad de vinos 
Comerciales chilenos del cv. Cabernet Sauvignon y Merlot. 
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2. Material y métodos 


Se utilizaron 18 vinos comerciales de Cabernet Sauvignon y 18 vinos comerciales de 
Merlot de diferentes denominaciones de origen chilenas, con un rango de precio entre los 7 a 
12 €. 

Se realizaron los andlisis quimicos de acidez titulable (g éc. tartàrico/L), pH, contenido 
de azuùcares (g glucosa/L) y grado alcohélico (% v/v), ademas de los andlisis fenélicos de fenoles 
totales mediante absorbancia a 280 nm usando àcido galico como estàndar (3); taninos totales 
mediante precipitacién con metilcelulosa (4) y fraccionamiento de proantocianidinas por 
extracciòn en fase sélida mediante cartuchos Sep-Pak Plus tC;g (5). 

Se evalué la aceptabilidad mediante un panel de consumidores conformado por 68 
personas (39 hombres y 29 mujeres) con un rango de edad entre los 24 a 55 afios. Se sirvieron 
20 mL de vino en copas técnicas transparentes codificadas con numeros de tres digitos a una 
temperatura de 18°C, presentados en forma aleatorizada. Ademés se realizé un anglisis de 
astringencia mediante un panel de 12 jueces expertos, donde se sirviò la misma cantidad de 
vino en copas de color negro y se forzé a los panelistas a tener un descanso de 30 segundos y 
enjuagarse con una soluciòn de pectina (1 g/L) entre muestras. Se utilizé en ambos paràametros 
una escala de 0-15 puntos. Los datos se recopilaron mediante el software FIZZ (Biosystemes, 
Francia). 


3. Resultados 


En la Tabla 1, se aprecian los resultados de los andlisis quimicos y fenélicos efectuados 
a los vinos de Cabernet Sauvignon y Merlot. 


Tabla 1. Composicién quimica en vinos comerciales de Cabernet Sauvignon y Merlot 


Cabernet Sauvignon Merlot 
Acidez titulable (g àc. tartàrico/L) 5,8+0,4 5,6+0,8 
pH 3,5+0,1 3,6+0,1 
Azùcar (g glucosa/L) 2,8+0,7 2,7+0,8 
Alcohol (% v/v) 14,4+0,4a 14,1+0,9b 
Fenoles Totales (mg EAG/L) 1684,0 + 211,5 1571,6 + 148,6 
Taninos Totales (mg (+)-catequina/L) 1540,0 + 340,1a 1223,2+311,9b 
Fraccibn monomérica (mg/l) 26,0 + 8,8 25,0+9,2 
Fracciòn oligomérica (mg/L) 106,9 + 33,8 129,3+39,1 
Fracciòn polimérica (mg/L) 2034,5+591,0a 1583,7+426,9b 


Todos los datos expresados como promedio + desviaciòn estàndar (n=18). Letras distintas en una 
misma fila indican diferencia estadisticamente significativa segun t-Student (p < 0,05). 


No se encontraron diferencias entre los paràmetros bàsicos de los vinos, indicando 
que no afectarian la percepciòn de astringencia. El contenido de fenoles totales, no presenta 
diferencias entre los vinos, sin embargo el contenido de taninos totales es mayor en Cabernet 
Sauvignon. Debido a que la metodologia utilizada para cuantificar los taninos usa su 
precipitacién con metilcelulosa, similar a la precipitacién de las proteinas de la saliva al unirse 
con las proantocianidinas del vino, se pudo observar una buena correlacién entre el paràmetro 
de astringencia y taninos totales (Cabernet Sauvignon: r = -0,6999, r? = 0,4899, valor p =0,0012; 
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para Merlot: r = -0,9292, r? = 0,8634, valor p =0,0000), lo que valida esta metodologia como 
una forma analitica de medir la astringencia percibida en una muestra de vino. 


EI porcentaje relativo de las distintas fracciones de flavanoles en vinos de Cabernet 
Sauvignon fue el siguiente: monémeros, 1,20%; oligémeros, 4,93%, polimeros, 93,87%, 
mientras en los vinos de Merlot, los porcentajes fueron: monémeros, 1,44%; oligémeros, 
7,44%, polimeros, 91,12%, siendo la fraccién polimérica mayoritaria en ambos cultivares. Las 
fracciones de flavanoles cuantificadas pueden influir en las propiedades sensoriales de los 
vinos, especialmente astringencia. De acuerdo a lo anterior, el andlisis de correlaciòn entre las 
fracciones de flavanoles y la sensacién percibida de astringencia se observa en la Tabla 2. 


Tabla 2. Relaciones entre fracciones de flavanoles y astringencia en vinos Cabernet Sauvignon y 
Merlot. 


Cabernet Sauvignon Merlot 
Paràmetros r rr valorp r rr valorp 
Fraccibn monomérica 0,2461 0,0605 0,3249 -0,0180 0,0003 0,9432 
Fraccién oligomérica 0,2526 0,0638 0,3118 0,0643 0,0441 0,7997 
Fraccién polimérica 0,6077 0,3693 0,0075 0,8006 0,6410 0,0001 


No se encontraron relaciones entre los monémeros y oligémeros de flavanol con la 
astringencia de los vinos, en cambio al observar el contenido de polimeros, se produjo una 
relacibn positiva con la astringencia de estos, especialmente en Merlot. 


En cuanto a la aceptabilidad, en Cabernet Sauvignon fue de 6,7 + 0,9 ptos y en Merlot 
= 6,9 + 1,0 ptos y en astringencia 9,4 + 1,1 ptos para Cabernet Sauvignon y 9,3 + 1,0 ptos para 
Merlot. De acuerdo a la escala utilizada, que consiste en una pauta de 15 puntos, se observò 
que la aceptabilidad de los vinos en ambos cultivares fue menor a la media de la escala, lo cual 
pudo deberse a la mayor astringencia percibida por el panel. 
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Figura 1. Relacién entre aceptabilidad e intensidad de astringencia en vinos comerciales 
de Cabernet Sauvignon (A) y Merlot (B) (n=18). 


En la Figura 1, se puede apreciar claramente la alta relacién entre la astringencia 


percibida por el panel sensorial y la aceptabilidad por parte de los consumidores. En este caso, 
la mayor percepciòn de astringencia que presentaban los vinos influyò notablemente en su 
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aceptaciòn, sugiriendo que aùn cuando la astringencia es un punto importante para la 
sensaciòn de cuerpo en el vino, si es excesiva influye negativamente sobre este parametro. 


4. Conclusiones 


La astringencia del vino es un paràmetro importante para la aceptaciòn final del 
producto, existiendo un fuerte impacto en la concentracién y composicién de flavanoles sobre 
su percepciòn y por tanto en la aceptabilidad de los vinos. Los resultados de este estudio 
sugieren que el consumidor chileno prefiere vinos menos astringentes, independiente del 
sexo. 
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RESUMEN: 


El objetivo del estudio ha sido determinar la variabilidad de resultados entre dos paneles de 
cata para la valoracién sensorial de microvinificaciones. Los paneles de cata estuvieron 
compuestos por los miembros habituales de los paneles de la EVEGA (Leiro, Espafia) y de la 
Ex-Estagào Vitivinicola Nacional (EVN-Dois Portos, Portugal). Se valoraron vinos del cv. 
Albarifio (2012) procedentes de dos ensayos en Galicia. Los resultados procesados con Big 
Sensory Soft 1.02, permitieron la elaboracién de un fndice Hedénico (IH). El IH obtenido del 
panel de la EVN ha sido superior al del panel de EVEGA. Sin embargo, ambos paneles han 
ordenado las muestras de igual modo, segùn tratamientos. Los resultados han sido muy 
similares, lo que sugiere que la experiencia en describir vinos es equivalente. 


Palabras clave: sensorial, microvinificaciones, Rias Baixas, Ribeiro, Indice Hedénico 


1. Introducciòn 


La valoraciòn del resultado final de un ensayo viticola o enolégico, deberia concluir con 
la evaluacién del vino obtenido en cada tratamiento. Diversos investigadores han desarrollado 
trabajos que discuten sobre las valoraciones realizadas por parte de expertos, consumidores o 
catadores entrenados (Hopfer y Heymann, 2014), detectando correlaciones positivas entre 
consumidores y expertos y concluyendo que los expertos son capaces de valorar de un modo 
objetivo las cualidades de un vino, al contrario que los consumidores. Por otra parte, se han 
realizado estudios que persiguen conocer el efecto de ensayos de riego sobre las cualidades 
sensoriales de vinos obtenidos de variedades gallegas (Trigo-C6rdoba et al. 2014), incluyendo 
el Albarifio. Si bien, resultan muy escasos los trabajos que persigan determinar la variabilidad 
de resultados entre dos paneles de cata puesto que, generalmente, se considera que cada 
panel se encuentra perfectamente constituido y los resultados que obtiene son adecuados. Al 
igual que para la comparativa entre paneles, no se han encontrado trabajos que recojan la 
componente experiencia previa sobre la valoraciòn sensorial de determinados vinos. 


Las carencias de estudios detectadas nos Ilevaron a disefiar el presente trabajo, tal que 
fuese posible “validar” las valoraciones emitidas por un panel de cata, de cara a la evaluacién 
sensorial de microvinificaciones. En el disefio del ensayo se ha tenido en cuenta que los vinos a 
estudiar proceden de la regiòn de Galicia, lo que permite recoger el factor “experiencia previa” 
de los diferentes paneles de cata. El objetivo general ha sido determinar la variabilidad de 
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resultados entre dos paneles de cata para la valoracién sensorial de microvinificaciones de 
vinos del cv. Albarifio del afio 2012. 


2. Material y métodos 


Los vinos estudiados en el presente trabajo se derivan de ensayos realizados al amparo 
del proyecto RTA2011-00041-C02-00. De las diferentes variedades estudiadas, se ha 
seleccionado la variedad Albarifio en dos localizaciones geogràficas en Galicia: DO Rîas Baixas 
(O Rosal) y DO Ribeiro (Leiro), estudiandose las microvinificaciones elaboradas a partir de uva 
de la campafia 2012. Los diferentes vinos evaluados se corresponden con los obtenidos a partir 
de los tratamientos en campo de: secano (R), riego por goteo superficial (DI) y riego por goteo 
subsuperficial (SDI), para la DO Rias Baixas (A); y secano (R) y riego por goteo superficial (DI), 
para la DO Ribeiro (B). Una amplia descripcién de los ensayos y mediciones realizadas en 
campo, se recoge en Miràs-Avalos et al., 2015. Por otra parte, el proceso de elaboracién de las 
microvinificaciones se describe detalladamente en Trigo-Cérdoba et al., 2014. 


Se han seleccionado dos paneles de cata de vinos, formados por sus miembros 
habituales; el primero, situado en la sede de la Estacién de Viticultura y Enologia de Galicia - 
EVEGA (Leiro — Espafia), donde participaron 8 miembros; y el segundo, en el Instituto Nacional 
de Investigaciones Agrarias y Veterinarias (Portugal, polo de Dois Portos, antigua Estacào 
Vitivinicola Nacional — EVN) donde participaron un total de 11 catadores. En los dos casos, las 
salas de cata cumplen con todos los requerimientos de la norma ISO 8589 (ISO, 1988). Las 
muestras de vino se han servido en ambos casos en copa de vino standard y codificadas, de tal 
modo que los catadores desconocian la procedencia de cada muestra. 


Las pruebas se han Ilevado a cabo durante el mes de diciembre de 2014, empleando en 
ambos casos la misma ficha. Se incluyen 14 descriptores cualitativos (4 para color y 10 para el 
aroma) y 7 cuantitativos para el sabor como ha sido propuesto por Odello et al. (2007). Los 
descriptores considerados fueron seleccionados especificamente para Galicia, a partir de 
trabajos previos (Vilanova et al. 2013) y valorados de 0 (ausencia) a 9 (muy intenso). Los 
descriptores incluidos han sido agrupados en tres grupos de atributos: color, aroma y sabor, 
ademés se ha incluido una valoracién global sobre el vino. En total se han valorado tres vinos 
para la DO Rias Baixas y dos para la DO Ribeiro, siguiendo el esquema de tratamientos 
mencionado. Se ha incluido una muestra repetida para observar la eficiencia de los miembros 
del panel, en nuestro caso el DI de la DO Rias Baixas. 


Los resultados han sido procesados con el software Big Sensory Soft 1.02 (Odello et al., 
2007), que ha limitado el nùmero de catadores “véalidos” a 7, segun la eficacia de los mismos. 
Ademés se ha determinado el fndice Hedénico (Odello et al., 2009), el cual representa un 
resumen de los valores de los descriptores y nos permita determinar una calidad general sobre 
las muestras degustadas por los evaluadores mediante un Unico nUmero. 


3. Resultados 


Los dos paneles de cata evaluados han valorado de manera muy similar el color de los 
vinos presentados (Fig. 1), destacando la limpidez. Existen ligeras discrepancias en cuanto a la 
valoracién de los reflejos verdoso y amarillo, ofreciendo valores méàs elevados el panel de la 
EVN. En cuanto a la fase olfativa (Fig. 2), las diferencias entre paneles han sido ms claras, 
tendiendo a valores màs elevados en el caso del grupo portugués, quienes ofrecen 
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puntuaciones més altas en cuando a intensidad aromatica y persistencia; si bien, las notas a 


fruta fresca de los vinos recibieron mayor puntuacién por parte del panel de cata gallego (Fig. 


2). El caso contrario se apreciò para el descriptor fruta tropical. EI descriptor de aromas 


herbéàceos apenas fue detectado en los vinos considerados por ambos paneles. 
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Figura 1. Medianas de las puntuaciones de ambos paneles, a) EVN y b) EVEGA, para la 
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Figura 3. Medianas de las puntuaciones de ambos paneles, a) EVN y b) EVEGA, para la 
fase gustativa de la cata (n? catadores = 7) 


Respecto a la fase gustativa (Fig. 3), ambos paneles respondieron de la misma manera, 


destacando el caràcter acido de los vinos asi como su estructura y suavidad. Sin embargo, el 


panel de cata portugués ha tendido a valorar ligeramente més alto todos los descriptores 


gustativos asi como la calidad global de los vinos presentados. 


EI indice hedénico presentò diferencias entre paneles de cata (Fig. 4), si bien el orden 


de preferencia de los vinos presentados fue el mismo para ambos paneles. El panel de cata 
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portugués ha tendido a ofrecer puntuaciones més elevadas (entre un 10 y un 20%) a los vinos 
presentados. Ambos paneles han ordenado las muestras de igual modo: secano, riego aéreo y 
riego enterrado, para la DO Rifas Baixas; y riego aéreo y secano para los vinos de la DO Ribeiro. 
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Figura 4. indice hedénico para cada muestra, segun la procedencia del panel 


4. Conclusiones 


El ensayo ha mostrado que el panel de la EVN ofrecié valoraciones superiores para el 
Indice Hedénico, respecto a las ofrecidas por el panel de EVEGA. Ambos paneles han ordenado 
las muestras de igual modo: secano, riego aéreo y riego enterrado (DO Rfas Baixas); y riego 
aéreo y secano (DO Ribeiro). A pesar de que los paneles poseen diferente experiencia a la hora 
de catar vinos gallegos, los resultados han sido muy similares lo que sugiere que esta 
experiencia puede ser equivalente. 
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RESUMEN: 


Se ha realizado el seguimiento de la segunda fermentacién de los vinos base segùn el método tradicional o 
Champenois a partir de una levadura tipo Saccharomyces cerevisiae aclimatada al etanol. Aunque existan 
protocolos industriales muy bien definidos para este proceso, se conoce poco de la idoneidad de la 
presencia de oxigeno y azucares durante este proceso de aclimatacién. Este trabajo muestra que, segun la 
disponibilidad de estos dos factores, S. cerevisiae presenta diferentes respuestas en cuanto a la expresiòn 
diferenciada de sus genes (transcriptoma). En el analisis de los resultados, se puede observar induccién de 
genes relacionados con el metabolismo de los lipidos (ERG5, ERG10, ERG13, OLE1, YEH1, EEB1) en la cepa 
aclimatada en condicién fermentativa, Contrariamente se observa también que se activan genes como 
GUTA1 en la condicién respiracién, o el gen MDHI, en la condicién fermentativo-respiratoria. También se ha 
podido observar que en las condiciones del estudio, las levaduras aclimatadas segùun el metabolismo 
fermentativo han podido alcanzar la presién de 6 bares en botella. En las otras condiciones no ha sido asî. 
Palabras clave: Oxigeno, Insaturacién, Esteroles, respiracién. 


1. Introducciòn 

EI Cava necesita para su elaboracién dos fermentaciones consecutivas. Una 
fermentacién alcohélica para obtener el vino base y una segunda fermentacién en botella 
segun el método Champenois para conseguir la aparicién de la espuma. Para asegurar que se 
realice esta segunda fermentacién las levaduras tienen que ser previamente aclimatadas 
especialmente al etanol y pH del vino base. 

Aunque la aclimataciòn de las levaduras es un proceso bien definido en la industria [1, 
2], no existe ningun estudio que describa la diferencia en la expresibn génica de células 
aclimatadas segun diferentes criterios. 

Nuestro estudio describe el proceso realizado con distintas condiciones de oxigenaciòn 
y concentracién de azuùcar, para ello se ha seguido la cinética mediante la determinaciòn del 
consumo de azUcares con su consiguiente produccién de etanol. Ademéàs, se hizo un estudio 
transcriptémico a lo largo del proceso de aclimatacién. 

Después de realizar la segunda fermentaciòn en botella para las diferentes condiciones 
de aclimataciòn testadas se determiné que un proceso en semi-anaerobiosis y con alta 
concentracién de azùucar obtenia unas células con mejor diagnòstico. 


2. Material y métodos 


La cepa EC1118 Saccharomyces cerevisiae (Lallemand SA, Montreal, Canadà) fue 
utilizada en este estudio y rehidratada de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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Se activaron las levaduras en 30 ml de medio basal (150 g I* de sacarosa, 4 g/l PO4 
(NH4)2, 20% (v/v) de vino sintético) bajo agitacién (150 rpm) durante 24 horas, lo que 
corresponde a la fase 1 (P1). Entonces se completò este medio con 120 ml de medio basal (50 
g/l de sacarosa y 84% (v/v) de vino sintético) para permitir que las células de levadura se 
aclimataron al etanol durante tres dias, lo que corresponde a la fase 2 (P2). 

Se modificaron variables en P2 dependiendo de la condicién estudiado: condicién OXI, 
crecimiento de la levadura en aerobiosis (1/3 del volumen total del recipiente con agitaciòn) y 
condicién NOXI, crecimiento en semi-anaerobiosis (4/5 del volumen total del recipiente sin 
agitaciòn). La condicién ETOXI representa un crecimiento de la levadura en aerobiosis sin 
adicién de azùcares a partir de P1. La temperatura de aclimatacién fue de 259C. 

La viabilidad de las células se determinò segun [3] mediante la citometria de flujo 
utilizando el kit LIVE/DEAD Viabilidad (Molecular Probes Inc., EE.UU.). Se determinò la 
concentraciòn en azUcares y etanol durante la aclimatacién usando un anglisis enzimàtico con 
kit comerciales de Roche (R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). 

La segunda fermentacién en botella fue realizada a 252C en un vino base definido 
inoculando con las tres condiciones de aclimatacién por duplicado. Se siguié la evolucién de la 
segunda fermentaciòn midiendo la presiòn interior en las botellas mediante afrémetros. 

Se realizaron dos preparaciones de ARN independientes; uno de cada réplica biolégica, 
para cada uno de los tres puntos de muestreo al final del proceso de aclimataciòn, OXI, NOXI y 
ETOXI. El andlisis de microarrays de expresién génica diferencial fue realizado mediante el 
GeneChip Yeast Genome 2.0 en el Institute for Research in Biomedecine (IRB, Barcelona). 


3. Resultados 


La aclimatacién de la cepa S. cerevisiae EC1118 fue realizada siguiendo el protocolo 
industrial descrito por [1, 2] con 2 fases sucesivas, la P1 (24h) y P2 (72h), (Fig. 1). Como se 
puede observar en la figura 1, las células de las condiciones OXI, NOXI y ETOXI tuvieron 
diferente comportamiento: ETOXI, presenta un metabolismo respiratorio consumiendo el 
etanol, OXI, presenta un metabolismo fermentativo-respiratorio, presencia de oxigeno con una 
concentracién en azucares por debajo del efecto Crabtree y NOXI, continua todavia con un 
metabolismo fermentativo. 
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Figura 1. Evoluciòn de las concentraciones en azùcares (simbolos abiertos) y etanol (simbolos cerrados) 
durante el proceso de aclimatacibon de Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 2C. Las condiciones 
utilizadas fueron: OXI, Aerobiosis + adicibn de azùcar (cuadrados); NOXI, Semi-anaerobiosis + adicibn de 
azùcar (circulos); ETOXI, Aerobiosis sin adicibn de azùcar (triangulos). Et, etanol; Su, Azùcar. 
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Los resultados de la tabla 1 muestran que las células aclimatadas segun la modalidad 
NOXI fueron las Unicas que permitieron finalizar la segunda fermentacién (6 bares para una 
concentraciòn inicial en sacarosa de 24 g/l) en 35 dias. Se puede observar también que la 
viabilidad para las tres condiciones de aclimataciòn fue idéntica. 


Tabla 1. Resultados finales de la segunda fermentacién en botella a 25°C. Inoculaci6n del vino 
base definido por tres procesos de aclimataci6n diferente OXI, Aerobiosis + adicién de azùcar; 
NOXI, Semi-anaerobiosis + adicién de azùcar; ETOXI, Aerobiosis sin adicién de azùcar. 


OXI NOXI ETOXI 
Concentraciòn final en azucares (g/1) 5.41 2.24 3.51 
Grado alcohélico (%, v/v) 10.30 10.90 10.55 
Dias para alcanzar a 4 bares 16 10 13 
Dfas para alcanzar 6 bares ND 35 ND 
Viabilidad celular 4 bares (cel/ml) 1.18 10° 1.34 105 1.30 10° 


ND: No Determinado porque hubo paradas de segunda fermentacién. 


EI transcriptoma de la condicién méàs favorable, NOXI, fue comparado con las otras 
condiciones OXI Y ETOXI, y se determiné qué genes estaban expresados dos veces-més (Fig. 2) 
o dos veces menos (Fig. 3). Aunque no se encontraron muchos genes con variaciones 
significativas, se vio que varias vias metabélicas se vefan afectadas, de forma diferencial segùn 
la condicién. Estas vias metabélicas inclufan la sobreexpresién, para NOXI respecto a OXI y 
ETOXI, de genes relacionados con el metabolismo lipidico como son el caso de ERG5, ERG10, 
CYB5, OLE1 y YEH1. También de vio sobreexpresién de otros genes interesantes como TIRA, 
relacionado con las manoproteinas de la pared celular y que se expresa bajo condiciones 
anaerbbicas y necesarias para el crecimiento anaerébico y el gen HLR1 relacionado con la 
preservaciòn de la integridad de la membrana. 


OXI ETOXI 


NCE103 ATO2 
ENO2 DEDI 
NCA3 VHS1 
ERG13 RPH1 
CDC19 PCLS 
YATI HSP104 
MUCI ERG1O POTI ARBI 
PRY1 OLE1 ECL1 GRE1 

PDE2 CWP1 MOT3 

DBP2 EEBI 

YEHI ARO9 

TPO4 PEX5 

PET20 HXT11 

IZH1 HXT2 

SSA2 ARO10 

SCM4 


Figura 2. Representacibn de los genes up-regulated en NOXI respecto a OXI, ETOXI y ambos en 
Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 2C durante el proceso de aclimataciòn. OXI, Aerobiosis + adiciòn 
de azùcar; NOXI, Semi-anaerobiosis + adiciòn de azùucar; ETOXI, Aerobiosis sin adiciòn de azucar. 
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También se puede observar la induccién de la transcripcién de dos genes, RHR2 (GPP1) 
y HOR2 (GPP2) como respuesta a las condiciones de hipoxia, y que estàn relacionados con la 
formaciòn de glicerol, en NOXI respecto a OXI (Fig. 2). 


OXxXI ETOXI 


ATP20 ADH7 MDH1 ASC1 RPS8A RPL29 
HTA1 INO1 DSF1 RPL3A RPS11B RPL23B 
HXT17 HPF1 MET17 RPL37A  MLCI1 RPP2A 
RPL12A EGDI GUTI 
ACA1 RPS11A RPPIA 


RPS24A RPL6B RPS20 
RPS22B = RPSSA ///RPS8B 
RPL7A /// RPL7B RPS19B 


Figura 3. Representacién de los genes down-regulated en NOXI respecto a OXI, ETOXI y ambos en 
Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 2C durante el proceso de aclimataciòn. OXI, Aerobiosis + adiciòn 
de azùcar; NOXI, Semi-anaerobiosis + adicién de azùucar; ETOXI, Aerobiosis sin adiciòn de azùcar. 


En la figura 3, es interesante notar que uno de los genes activado en OXI respecto a 
NOXI, el gen HPF1, està relacionado con la excrecibn de manoproteinas que pueden limitar la 
formacibén de agregados proteicos en los vinos blancos [4]. Por otro lado, en la condicién 
ETOXI, se puede observar la induccién del gen GUT1 inducido por la presencia de una fuente 
de carbono no-fermentable. 


4. Conclusiones 


EI anglisis del transcriptoma de la condicién més favorable NOXI fue comparado con 
las otras dos condiciones OXI Y ETOXI. Se determiné cuales genes estaban sobre-expresados o 
inhibidos y se vio que, aunque no hubo muchos genes con variaciones significativas, varias vias 
metabélicas se veian afectadas diferencialmente segùun la condicibn. Dichas vias inclufan la 
sobreexpresibn para NOXI de genes relacionados con el metabolismo lipidico por ejemplo 
ERG5, ERG10, CYBS5 y OLE1, y otros con caracteristicas interesantes como la induccién del gen 
HPF1 en la condicién OXI. Trabajos futuros ayudaran a completar estos resultados. 
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RESUMEN: 


En los ùltimos afios ha habido un creciente interés por la utilizacién de los residuos y 
subproductos  vitivinicolas como fuente de compuestos naturales de  interés, 
fundamentalmente de compuestos fenélicos. Durante el proceso de extraccién de los 
compuestos fenélicos son extrafdos, a su vez, otros compuestos de importancia biolégica e 
industrial, ampliamente utilizados por la industria cosmética y farmacolégica, los alfa- 
hidroxiàcidos (AHAs). El objetivo de este estudio ha sido la caracterizacién de los AHAs 
presentes en extractos fenélicos obtenidos a partir de dos tipos de subproductos, uva de 
aclareo y orujo, de cinco variedades de uva tinta distinta. Los resultados obtenidos han 
puesto de manifiesto importantes cantidades de AHAs en estos extractos. 


Palabras clave: Subproductos, residuos, alfa-hidroxiécidos, extractos fenélicos 


1. Introducciòn 


EI proceso de elaboracién de vinos genera una gran cantidad de subproductos y 
residuos, cuya gestibn implica problemas en términos tanto medioambientales como 
econémicos. Sin embargo, a lo largo de los ùltimos afios, ha aparecido un creciente interés por 
la utilizaciébn de estos subproductos para la obtencién de compuestos naturales de interés. La 
mayor parte de los estudios publicados en relaciòn a esta cuestién, han estado centrados 
fundamentalmente en el contenido fenélico de estos subproductos, debido a la actividad 
antioxidante que presenta esta familia de compuestos y a sus efectos beneficiosos para la 
salud. No obstante, durante el proceso de extraccibn de los compuestos fenélicos otros 
compuestos son extraidos. Éste es el caso de ciertos 4cidos organicos conocidos como alfa- 
hidroxiàcidos (AHAs). Los AHAs son fcidos orgànicos con un grupo hidroxilo unido a la 
posicién alfa del grupo carboxilico. Acidos como el tartàrico, mélico o lctico son AHAs. La uva, 
como consecuencia de su propio metabolismo, presenta en su composicién AHAs, como el 
acido tartàrico, mélico y citrico mientras que otros AHAs, como el écido làctico, pueden 
aparecer como consecuencia de la accién de microorganismos. Los AHA son ampliamente 
utilizados por la industria farmacolégica y cosmética debido a su accién exfoliante y 
emolientel. Recientemente, el uso de AHAs en cosméticos se ha extendido ampliamente 
utilizandose para corregir desérdenes cutàneos, aumentar la hidratacién, inducir la renovacién 
celular y mejorar los efectos visibles del envejecimiento como lineas de expresi6n y arrugas?. 
Algunos AHAs, como el acido citrico, tartàrico y mélico también presentan propiedades 
antioxidantes. 
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Dado la actividad biolégica de estos compuestos, su importancia para industria 
cosmética y la ausencia de datos publicados al respecto, el objetivo de este estudio ha sido 
caracterizar el contenido en AHAs en extractos fenélicos de dos subproductos, orujo y uva de 
aclareo, de cinco variedades distintas de uva tinta. 


2. Material y métodos 


Las muestras de subproductos fueron suministradas por una bodega de la provincia de 
Cadiz. Los extractos analizados se obtuvieron a partir de uva de aclareo y orujo de cinco 
variedades de uva tinta, comunes en dicha zona geogràfica: Tempranillo, Tintilla de Rota, 
Cabernet Sauvignon, Petit Verdot y Syrah. La uva de aclareo procede de una pràctica, cada vez 
màs habitual en climas càlidos, consistente en la supresién de un cierto numero de racimos 
para corregir los excesos de produccién, consiguiendo asi una mayor calidad del producto 
final. Los racimos de aclareo fueron recolectados a finales de Julio, en un mismo dia, cuando 
casi todas las variedades habîan enverado, si bien, aunque préximo, no todas presentaban el 
mismo estado de maduraciòn. El orujo, compuesto en este caso de hollejo y pepitas, procediò 
de la etapa de prensado de la uva previa maceraciòn. A su vez, se obtuvieron extractos de la 
uva de esas mismas variedades recolectadas durante la vendimia, cuyos resultados se 
utilizaron como punto de referencia para realizar la comparativa varietal. 


Se realizaron medidas de Baumé y de acidez total a la uva de aclareo y vendimia, a fin 
de conocer su estado de maduraciòn. Las medidas de Baumé fueron realizadas con un 
densimetro automético, modelo DMA 4500M de Anton Paar. Las medidas de acidez se 
realizaron acorde al método oficial recomendado por la OIV*. El proceso de extracciòn se Ilevé 
a cabo siguiendo la metodologia publicada por Carrera et al.° con una modificacién: para las 
extracciones se empleé una mezcla de etanol-agua (50:50) sin acidificar. Todas las extracciones 
fueron realizadas por duplicado. El contenido en polifenoles totales fue determinado mediante 
medida espectrofotométrica a 280 nm, utilizando un espectrofotémetro Uv/vis V-530 (Jasco, 
Madrid, Spain), expresàndose los resultados como miligramos de acido galico equivalentes por 
gramo de subproducto extraido. La caracterizacibn del contenido en AHAs fue realizado 
mediante cromatografia liquida acoplada a un detector conductimétrico, de acuerdo a la 
metodologia descrita por Guillén y colaboradores?. Se prepararon curvas de calibrado con los 
estàndares de: acido citrico, tartàrico, malico y làctico, todos disueltos en EtOH-H;0 (50:50). 


3. Resultados 


Los resultados obtenidos del estudio del contenido polifendlico total pusieron de 
manifiesto importantes cantidades de compuestos polifenélicos en todos los extractos 
estudiados, si bien se encontraron mayores cantidades de compuestos fenédlicos en los 
extractos de orujo que en los de uva de aclareo. Las concentraciones obtenidas para los 
extractos de orujo estuvieron entre 13,73 y 16,38 mg de acido gélico equivalente/ g de 
subproducto extraido. El extracto de orujo de Tempranillo fue el que mayor cantidad presentò 
seguido del de Tintilla de Rota. El test ANOVA (p<0,05) revelò diferencias significativas entre 
los resultados obtenidos para las distintas variedades de orujo. En cuanto a los extractos 
obtenidos a partir de uva de aclareo, se obtuvo un rango de concentracién entre 9,65 — 12,74 
mg acido galico equivalentes / g de subproducto extraido. En éste caso fueron los extractos de 
uva de aclareo Petit Verdot y Cabernet Sauvignon los que mejores resultaron mostraron. El 
test ANOVA volviò a mostrar diferencias significativas entre los resultados de las distintas 
variedades de uva de aclareo. No obstante, cuando se analizò el contenido fendlico a los 
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extractos obtenido a partir de la uva de vendimia, no se encontraron diferencias significativas 
entre los resultados obtenidos para las distintas variedades. Este hecho induce a pensar que 
las diferencias encontradas, entre las distintas variedades de orujo y las distintas variedades de 
uva de aclareo, vienen dadas por otros factores que el meramente varietal, como pueden ser 
las diferencias durante el proceso de maduracién de cada variedad para el caso de la uva de 
aclareo y la extractabilidad de cada variedad durante el proceso de maceraciòn en el caso de 
los orujos. 


Para la caracterizacién del perfil en AHAs, se partié del estudio de los extractos 
obtenidos a partir de la uva de vendimia, utilizando estos resultados como punto de referencia 
para la comparativa varietal. Los AHAs encontrados en estos extractos fueron, en orden 
decreciente de concentraciòn: acido tartàrico, mélico y citrico. El extracto de uva Cabernet 
Sauvignon presentò el mayor contenido, seguidos por el de Syrah y Tempranillo. Los rangos de 
concentracién hallados fueron de entre 5,90 — 7,40 mg de AHAs totales / g de subproducto 
extraido. El extracto de uva Syrah mostrò la mayor cantidad en àcido mélico, mientras que el 
de Tempranillo destacé por su contenido en tartàrico y el de Tintilla de Rota por el de àcido 
citrico. 


En el caso de los extractos de uva de aclareo, los AHAs encontrados fueron, 
igualmente, acido tartàrico, malico y citrico. En esta ocasiòn, el extracto con mayor contenido 
en todos los àcidos fue el de uva de aclareo de Tintilla de Rota seguido del de Petit Verdot. El 
rango de concentraciòn estuvo entre 9,64 a 21,82 mg de AHAs totales / g de subproducto 
extraido. Acorde al test ANOVA, existen diferencias significativas en los resultados obtenidos 
para todos los àcidos determinados en estos extractos. Si comparamos los resultados con los 
obtenidos para los extractos de uva de vendimia, se ponen de manifiesto varias diferencias. En 
primer lugar, que el contenido en AHAs es mucho mayor en la uva de aclareo, como era de 
esperar, y en segundo lugar, que las variedades con mayor contenido en AHAs no son las 
mismas en el caso de la uva de aclareo y en el de la uva de vendimia. Como se mencioné 
anteriormente, aunque todas las variedades fueron recogidas préximas al estado de envero, 
no todas estaban justo en el mismo momento de maduracién. Se realizé un estudio de 
correlaciébn entre la madurez tecnolégica de la uva de aclareo (Baumé/acidez total) y el 
contendido en AHAs, obteniéndose una elevada correlacién, con un coeficiente de -0,8671. 
Estos resultados indican que el estado de maduracién influye enormemente en el contenido 
en AHAs de la uva de aclareo, siendo éste un factor mucho màs predominante para el 
contenido en AHAs que el varietal. 


Los resultados obtenidos para los extractos de orujo muestran la presencia de dcido 
làctico ademés de facido citrico, tartàrico y mélico. Las concentraciones totales en AHASs 
halladas fueron desde 4,61 a 7,51 mg de AHAs / g de subproducto extraido. Los extractos de 
orujo de Tempranillo y Tintilla de Rota fueron los de mayor concentracién, destacando el de 
orujo de Tempranillo por su concentracibn en acido tartàrico y mélico, y el de Tintilla de Rota 
por la de àcido citrico y làctico. Se encontraron diferencias significativas entre los resultados de 
todos los àcidos de los extractos de orujos. De nuevo, el orden obtenido en cuanto a cantidad 
de AHAs obtenidos por variedad no coincide con el obtenido para los extractos de uva de 
vendimia pero si con el conseguido en el estudio de polifenoles totales. Por consiguiente, otros 
factores ademés del varietal estàn influyendo en las cantidades de AHAs presentes en los 
orujos. Factores como la extractabilidad de cada variedad de orujo durante el proceso de 
maceraciòn para la elaboracién de los vinos o la acciébn de microorganismos influyen en el 
contenido en AHAs de los orujos superando el factor meramente varietal de la uva. 
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Fig.1: Representacién del contenido en AHAs y polifenoles totales de los extractos estudiados (A: 
aclareo; UV: uva vendimia; o: orujo; TM: Tempranillo; TR: Tintilla de Rota; Cs: Cabernet Sauvignon; PV: 
Petit Verdot; SY: Syrah) 


4. Conclusiones 


Todos los extractos de subproductos estudiados han mostrado elevadas cantidades de 
polifenoles ademàs de un importante contenido en AHAs. Los extractos de uva de aclareo 
presentaron las mayores cantidades en AHAs, cuyo contenido depende fundamentalmente del 
estado de maduraciòn de la uva y no de la variedad. Los extractos de orujo mostraron las 
mayores cantidades en polifenoles totales, destacando los de Tempranillo y Tintilla de Rota en 
cuanto a su concentracién en polifenoles y AHAs. Las cantidades de AHAs presentes en los 
orujos vienen dadas no sélo por la variedad sino también por la tendencia a la extractabilidad 
de cada variedad durante el proceso de maceracién y la posible actividad microbiana. Los 
resultados obtenidos han puesto de manifiesto importantes cantidades en AHAs en todos los 
extractos de subproductos estudiados proporcionando, a dichos extractos, propiedades 
adicionales para su potencial uso en preparados cosméticos. 
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RESUMEN: 

Son numerosos los estudios que se han publicado en las ùltimas décadas centrados en el 
estudio de la actividad antioxidante de los alimentos. Cuando se trata de alimentos sélidos, 
lo méàs frecuente es proceder a la evaluacién tras una fase de extracciòn. 

Este trabajo se centra en la puesta a punto de varios métodos QUENCHER, o de evaluaciòn 
directa sin fase de extraccién, de la actividad antioxidante de productos sélidos derivados 
de masas de vinificaciòn. 

La comparacién de los datos obtenidos por estos métodos y los clàsicos con fase de 
extraccibn ponen de manifiesto una sobrevaloracién de la actividad antioxidante de los 
alimentos evaluados por los métodos de extraccién, hecho que probablemente es debido a 
la extraccién forzada de compuestos activos que, cuando estàn en la matriz alimentaria, 
realmente no estàn tan “disponibles” como en los extractos. 


Palabras clave: Indice de Folin, ABTS, sazonadores, evaluaciòn directa. 


1. Introducciòn 


La demanda de la industria alimentaria de aditivos naturales, incluidos los 
antioxidantes, viene creciendo desde la década de los 70 (siglo XX). Las demandas de los 
consumidores actuales y el desarrollo de los alimentos funcionales han contribuido a aumentar 
notablemente esta demanda. Adaptàndose a esta situaciòn, la comunidad cientifica ha 
trabajado intensamente en la puesta a punto de métodos que permitan evaluar el valor 
antioxidante de los alimentos, suplementos dietéticos y de la dieta en general (1). Asîf, se han 
desarrollado diversos métodos y protocolos, pero en general, cuando se trata de alimentos 
sélidos, lo més frecuente es proceder a la evaluacién tras una etapa de extraccién (2) siendo 
relativamente novedosa la tendencia a evaluar los productos directamente (métodos 
QUENCHER) eliminando la extraccién (3). El interés de estas metodologias radica en que los 
resultados se acercan més a la situacién real, a la actividad que realmente pueden ejercer los 
compuestos antioxidantes presentes en el alimento tal y como se encuentran en la matriz 
alimentaria que los contiene. 


Es bien sabido que la uva y sus derivados constituyen una fuente importante de 
antioxidantes naturales, especialmente de compuestos fenélicos, y son numerosos los trabajos 
que han evaluado la capacidad antioxidante de uvas y productos derivados aplicando diversos 
métodos (4). Sin embargo, no se han encontrado trabajos que hayan aplicado métodos 
QUENCHER a productos sélidos o semisélidos derivados de la uva. Por eso, este trabajò se 
centrò en la puesta a punto de varios métodos QUENCHER de evaluacién de la actividad 


535 


antioxidante de productos sélidos y en su adaptaciòn para aplicarlos sobre diversos productos 
sélidos derivados de masas de vinificaciòn. 


2. Material y métodos 


Se partié de los orujos procedentes de la prensa de la vinificacibn en tinto, que se 
recogieron en varias bodegas de la provincia de Burgos. Se prepararon tres tipos de productos 
distintos. Uno derivado de los orujos completos (libres de raspones, en su caso) (M); otro 
derivado de los orujos libres de pepitas (H) y otro derivado de las pepitas separadas (P). Tras 
aplicar los procesos protegidos bajo patente se obtuvieron productos en polvo de 
granulometria variable. 


Lo métodos QUENCHER (Q-) Indice de Folin (Q-IF) (5) y Q-ABTS (3) se optimizaron 
Ademàs, se pusieron a punto los métodos QUENCHER de captacién de radicales libres de 
interés biolégico: superbxido (Q-SRSC), hidroxilo (Q-HRSC), y lipoperéxidos (Q-LPSC), y un 
método de evaluacién in vitro de la proteccién del dafio oxidativo al ADN. 


Se aplicaron metodologias clàsicas (4) (C-) con extraccién previa. Los extractos se 
obtuvieron con metanol acidulado y agitacién continua durante 24h. 


3. Resultados 


Tras los oportunos estudios de adaptaciòn de las condiciones de andlisis incluyendo la 
relacién sélido/ volumen de reactivos y tiempo de reaccién, se consiguiò establecer protocolos 
analiîticos que cumplen con los requisitos de calidad exigibles a cualquier metodologia 
analitica. Se obtuvieron métodos con buena linealidad, repetitividad y reproducibilidad, con la 
excepciòn de los métodos Q-HRSC y Q-LPSC, que presentaron una ligera desviaciòn frente al 
criterio de aceptacién de la repetitividad que se considera en 5% (tabla 1). Los métodos frente 
a radicales biolbégicos presentaron una reproducibilidad algo inferior a los métodos “quimicos” 
(Q-IF y Q-ABTS), pero todos ellos aceptables ya que fueron inferiores al 7% siendo el 10% el 
criterio de aceptabilidad màs frecuentemente considerado. Cabe indicar también que los 
rangos de linealidad y los limites de deteccién obtenidos fueron buenos y perfectamente 
validos para ser aplicados en productos con alta capacidad antioxidante. 


Tabla 1. Precisibn de los métodos QUENCHER desarrollados 


Repetitividad | Reproducibilidad 
Método Unidades® 
CV (%) CV (%) 

Q-IF umol GAE/g product 2.06 2.37 
Q-ABTS umol TE/g product 2.13 3.05 
Q-SRSC % Inhibicibn Oxidaciòn 3.27 6.35 
Q-HRSC % Inhibicibn Oxidaciòn 5.31 6.32 
Q-LPSC % Inhibicibn Oxidaciòn 5.26 6.35 


a) GAE: equivalentes de àcido gdlico; TE: equivalentes de Trolox. 


Los datos obtenidos al aplicar estos métodos en la evaluacién de la capacidad 
antioxidante de diferentes productos sélidos derivados de la uva fueron satisfactorios con bue- 
na reproducibilidad en los tres productos considerados (tabla 2). 
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Tabla 2. Valores de la actividad antioxidante de tres productos sélidos derivados de orujo tinto 
completo (M), libre de pepitas (H) y de las pepitas (P), evaluados por métodos QUENCHER (Q-) 


H M p 
Método Unidades® 

Q-TAC  CV% | G-TAC | CV% | Q-TAC cv % 

Q-IE | umolGAE/g product | 74+1 14 | 78+2 | 30 | 52+2 48 

120+ 

Q-ABTS umol TE/g product 120+5 4.3 150 +2 1.8 1 0.6 
ai 

Q-SRSC PinaizicRn 31+1 38 | 50+1 | 3.7 | 30+1 39 
Oxidaciòn 
li 

Q-HRSC Re IORIDICION 50+2 52 | 59+1 | 11 | 53+1 20 
Oxidaciòn 
aaa: 

Q-LPSC AA nISICIon so aa A ia sad 23 
Oxidaciòn 


a) GARE: equivalentes de àcido gdlico; TE: equivalentes de Trolox. 


Estos resultados fueron inferiores a los que se habian obtenido en estudios previos 
trabajando con extractos. Por ello, y con el fin de evitar posibles diferencias entre partidas de 
productos, se hicieron extractos con los mismos productos evaluados por métodos QUENCHER 
y se evaluò la actividad por los métodos clàsicos optimizados por el grupo (4). Finalmente se 
compararon los valores obtenidos en ambos casos. 


Los datos obtenidos por cuantificacién utilizando la metodologia clàsica (con 
extraccién) mostraron tendencias similares a los obtenidos por los métodos QUENCHER en 
presencia de etanol, pero dispares a los obtenidos por los métodos QUENCHER en medio 
acuoso (figura 1). 


Métodos Indice de Folin (IF) Métodos ABTS 
400 
[e] 
È $ 
3 3 
ia ia 
o o 
si DH 
Di < 
5 E mM 
Io) I°) 
È È mP 
Q-IF Q-IF CIF Q-ABTS Q-ABTS C-ABTS 
(H20:EtOH) (H20:EtOH) 


Figura 1. Actividad antioxidante de tres productos derivados de orujo de vinificacién en tinto 
completo (M), libre de pepitas (H) y de las pepitas (P), evaluados por métodos QUENCHER (Q-) 
en medio acuoso y en presencia de etanol, y por métodos clàsicos (C-). 


Por otra parte, los resultados obtenidos parecen indicar que la actividad antioxidante 
puede sobrevalorarse cuando se usan extractos, aunque los resultados dependen del método 
y del producto. Asî se observa una sobrevaloraciòn importante, en todos los casos, cuando se 
evalùa la capacidad reductora total (C-IF), pero no ocurre asî, salvo para el producto derivado 
de pepitas, al evaluar la capacidad antioxidante global por el método C-ABTS. 
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Las posibles desviaciones detectadas entre los valores de C-IF y Q-IF se pueden deber a 
varias razones, entre ellas las relacionadas con la movilidad y difusién de los componentes 
bioactivos, los cuales en el producto sélido estàn “atrapados” en la estructura del mismo 
mientras que en el extracto estàn “libres”. Ademéàs deben considerarse otros aspectos como la 
solubilidad de los compuestos antioxidantes en el medio de andlisis 


La importancia del factor solubilidad en el medio se muestra claramente al comparar 
los datos obtenidos en los métodos QUENCHER aplicados en ausencia y presencia de etanol. 
Cuando este “disolvente” està presente se obtienen valores notablemente superiores, con 
diferencias màs marcadas cuanto menos solubles son en agua los productos antioxidantes 
presentes en los productos estudiados. Este fenémeno se observò en ambos casos (IF y ABTS). 


4. Conclusiones 


Los métodos QUENCHER son simples, ràpidos, baratos y precisos y son validos para 
aplicarse sobre productos sélidos de diversa naturaleza. La aplicacibn a productos con alta 
capacidad antioxidante pasa por buscar la adecuada relaciòn muestra/ reactivos de tal manera 
que se gasten los menores volùmenes de los segundos sin comprometer la reproducibilidad de 
la pesada del producto en estudio. No se recomienda la dilucién con productos sélidos neutros 
como se ha descrito en la bibliografia. 


La valoracién de la actividad antioxidante de un alimento a través de extractos 
obtenidos en condiciones forzadas puede conducir a estimaciones erréneas (sobrevaloradas) 
de la capacidad antioxidante real del producto. Sin embargo, esto depende del método de 
andlisis y de la naturaleza de los antioxidantes presentes en el producto en estudio. 
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RESUMEN: 


EI elevado consumo de sal en los paises occidentales y en particular en Espafia y el riesgo de 
enfermedades asociadas con el excesivo consumo de sodio, han fomentado la puesta en 
marcha de varias estrategias para conseguir reducir paulatinamente el consumo de sodio. 
Son varias las alternativas para reducir el contenido de sal en los alimentos, sin embargo, 
son màs limitadas las que pueden satisfacer al consumidor sensorialmente ademàs de 
mantener niveles de seguridad aceptables y similares a los de los alimentos con sal. 

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la composicién y propiedades tecnolégicas de 
sazonadores obtenidos desde residuos de vinificacién. Los productos en estudio, tienen 
bajos niveles de sodio y son ricos en potasio, permitiendo mejorar la relacién sodio/potasio 
de los alimentos. Por otra parte, su contenido en componentes bioactivos, asî como en fibra 
les aporta propiedades conservantes de interesantes para la industria alimentaria. 

Los productos presentaron contenido en fenoles extractables totales (indice de Folin) entre 
25 y 45 mg gdlico/g, valores de capacidad antioxidante global evaluada (ABTS) entre 20 y 60 
mg Trolox/g producto. El valor medio en fibra variò del 49 al 59%. Los contenidos de potasio 
fueron pròximos a 45 mg/g, mientras que los de sodio fueron inferiores a 4 mg/g. Ademàs, 
son productos libres de sulfuroso y de microorganismos alterantes. 


Palabras clave: subproductos vinificacién, reduccién de sal, polifenoles, fibra, potasio, 


1. Introducciòn 


Las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sobre el consumo 
de sodio indican que los adultos deberian consumir un màximo de 5 g de sal por persona y dia. 
Estas recomendaciones son notablemente inferiores a las del consumo medio de sodio de la 
poblacién espafiola. A principio de esta década el consumo medio estimado de sodio rondaba 
los 12 g/dia y actualmente las estimaciones lo sitùan entre 10 y los 8 g/dia (1). 


La asociacién directa entre el consumo excesivo de sodio y ciertas enfermedades como 
la hipertensién han impulsado campafias de concienciaciòn, tanto entre consumidores como 
en la industria alimentaria, para reducir paulatinamente el consumo de sal. La implicaciòn de la 
industria alimentaria es esencial ya que el 80% del consumo de sodio se debe al consumo de 
alimentos procesados (2). 


La sal ademés de ser un potente saborizante es un conocido conservante, y en los 
alimentos ejerce ese doble papel. Por lo tanto, la reducciòn en sal conlleva reduccién del sabor 
y reduce la estabilidad, aumentando los riesgos microbiolégicos y, por tanto, reduccién la vida 
util. Por todo ello, se han desarrollado diferentes estrategias para afrontar la reducciòn de sal, 
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de los alimentos procesados, de forma exitosa. Algunas de las màs tradicionales suponen la 
sustitucibn de la sal por otros productos que también combinan ambas propiedades, como son 
las especias. Màs recientemente se han ensayado productos como derivados de algas. 


Este trabajo presenta algunas caracteristicas quimicas, como los  principales 
componentes y la actividad antioxidante, de tres sazonadores obtenidos con un proceso, en 
fase de ser patentado, desarrollado en el departamento de Biotecnologia y Ciencia de los 
Alimentos de la Universidad de Burgos. Ademés, se comentan caracteristicas tecnolégicas de 
interés para la industria alimentaria, unidas a posibles aplicaciones. 


2. Material y métodos 


Se partié de los orujos procedentes de la prensa de la vinificacibn en tinto que se 
recogieron en varias bodegas de la provincia de Burgos. Se prepararon tres tipos de productos 
distintos. Uno derivado de los orujos completos (libres de raspones, en su caso); otro derivado 
de los orujos libres de pepitas y otro derivado de las pepitas separadas. Tras aplicar los 
procesos protegidos bajo patente se obtienen productos polvo de granulometria variable. 


Los paràmetros evaluados en los productos han sido: 

a) Componentes mayoritarios (proteîna, grasa y fibra) siguiendo los protocolos 
habituales. Es decir, las proteinas se evaluaron por valoracibn de nitrégeno total tras la 
digestién Kjeldahl ; las grasas por pesada tras extraccién con éter de petréleo en extractor 
Shoxlet y posterior pesada del residuo obtenido, y el contenido en fibra total utilizando el 
método enzimàtico siguiendo las indicaciones del método AOAC 985.29. 

b) Sodio y potasio: Las muestras fueron calcinadas en una mufla a 5252C hasta obtener 
cenizas blancas y el residuo obtenido fue pesado para calcular el contenido en cenizas totales. 
La muestra fue posteriormente diluida en una disolucién de àcido nitrico. Los contenidos en 
sodio y potasio fueron medidos usando un detector de fotometria de Ilama (Flame 
Photometer 410, Corning, UK). 

c) La presencia de SO, mediante el kit enzimatico desarrollado por R-Biopharm 
(Darmstadt, Germany) y mediante el método Ripper doble, trabajando con cantidades de 
variables de producto Ilegando hasta 5 g. 

d) Indice de Folin como indicativo de sustancias reductoras totales (3). 

e) La actividad antioxidante se evalu6 midiendo la capacidad para reaccionar con el 
radical del àcido 2,2'-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) (4). 

f) Carga microbiana, analizàndose la presencia de microrganismos aerobios mesìfilos 
totales y mohos y levaduras mediante siembra en plate count agar (PCA) (Merck, Darmstadt, 
Alemania) y agar Sabouraud con cloranfenicol (Pronadisa, Madrid, Espafia), respectivamente. 


3. Resultados 


Los productos obtenidos presentaron diferencias de composicibn y de capacidad 
antioxidante concordantes con su origen (Tabla 1). 


La fibra alimentaria total fue el compuesto mayoritario de los tres productos. El 
producto més rico (59%) fue el obtenido desde las pepitas, concordando con que esta parte de 
la uva es especialmente rica en fibra. En los subproductos de vinificacibn predomina la fibra 
insoluble, especialmente la denominada lignina de Klason (5), que principalmente procede de 
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las pepitas. Ademéàs, éstas presentan elevados contenidos de taninos condensados de alto 
peso molecular. 


Tabla 1. Composicién de los tres sazonadores obtenidos a partir del subproducto completo de 
vinificacién (M), del subproducto después de retirar la pepita (PI) y la pepita (Pt). 


Parametro PI M Pt 

Fibra Dietetica Total (% | 48.6 +0.7a 49.4+0.9a 58.9 + 0.5 b 

DM) 

Proteinas (% DM) 14.35+0.81b | 13.09 + 1.51| 12.04+0.21a 
a,b 

Lipidos (% DM) 3.69 + 0.07 a 10.61 + 0.18 b 16.99 + 0.18 c 

Cenizas (% DM) 14.37 + 0.27 c 10.73 + 0.13 b 2.94 +0.21a 

Potasio (mg/g) 43.34 + 2.53 c | 38.20+1.26b 4.39 + 0.13 a 

Sodio (mg/g) 1.31+0.11c 0.98 + 0.07 b 0.12 + 0.02 a 


El contenido en proteinas (nitrégeno total) fue parecido en los tres productos, siendo 
sélo ligeramente superior en el producto derivado del orujo libre de pepitas. Estos datos se 
ajustan con la eliminaciòn del efecto “diluciébn” que producen las pepitas, por ser la parte de la 
uva con menor contenido de compuestos nitrogenados. Debe considerase que los productos, 
al venir de residuos de vinificacién en tinto, también contienen el nitrégeno proveniente de los 
agentes biolégicos de las fermentaciones (levaduras y bacterias). 


EI contenido en lipidos de los productos concuerda con su origen, ya que en los 
procesos de elaboracién se procura conservar los componentes presentes en el material 
original y no hay fases de extraccién en las que los componentes lipidicos se separen. La 
riqueza en lipidos de los productos derivados de pepitas y de las masas completas les confiere 
propiedades positivas, como el aporte de àcidos grasos insaturados valiosos desde el punto 
nutricional. Por otra parte, les hace més sensibles a la oxidaciòn, limitando la estabilidad y la 
vida de anaquel, sobre todo por problemas de rancidez. La extensién de su vida util puede 
conseguirse conservàndolos en ausencia de oxigeno, luz y en refrigeraciòn. 


El contenido en cenizas, y por tanto en sodio y potasio, también se corresponden bien 
con las materias de procedencia. Es conocido que durante la maduraciòn el potasio se acumula 
la uva, y que el hollejo es el gran almacén de este mineral. Por el contrario, el sodio es un 
mineral que apenas se acumula en las estructuras vegetales. Ademés, varios autores han 
descrito la reabsorcién de potasio en los orujos en las fases finales de la fermentacién, por lo 
que los orujos y en particular los hollejos son ricos en este mineral. La riqueza en potasio les 
confiere la posibilidad de considerarlos como posibles sazonadores en sustitucién total o 
parcial de la sal. Ademés, en términos de contribuir a la hipertensibn es importante la 
contribuciòn positiva de estos productos a la relacién potasio/sodio, contraponiendo de esta 
forma el efecto perjudicial del sodio frente al beneficioso del potasio. Los tres sazonadores 
tuvieron valores similares con ratios K/Na entre 33 y 37. Estos valores revelan la idoneidad 
para ser aplicados en productos enfocados a la poblaciòn hipertensa o con mayor riesgo de 
padecer esta enfermedad y las asociadas. 


Es importante sefialar que aunque la incorporacién de anhidrido sulfuroso es una 
practica normal en bodegas, los productos pueden considerarse libres de sulfuroso, lo cual 
elimina los problemas relacionados con alergias en personas sensibles. Por otra parte, los 
sazonadores al final del proceso de elaboracién no presentaron carga microbiana, por lo que 
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su aplicacién como ingrediente incluso en productos de consumo en fresco, no comprometeria 
la seguridad alimentaria de los alimentos en los cuales se apliquen. 


Es bien sabido que las uvas son fuente de numerosos compuestos bioactivos, y que 
una gran parte de ellos permanecen aùn en los residuos de vinificacién, por lo que lo estàn 
también en los sazonadores. El contenido de sustancias reductoras extractables totales, 
evaluadas por el indice de Folin sobre extractos metànolicos, fue mayor en el producto 
obtenido de las semillas (42 mg àcido gélico/g) que en el obtenido del orujo entero (31 mg/g ) 
o del derivado del orujo libre de pepitas (24 mg/g). Debe sefialarse que la mayoria de las 
sustancias extraîdas fueron de naturaleza fenélica, y por tanto de nuevo los resultados se 
corresponden bien con el origen cada producto. Coincidiendo con la capacidad reductora, la 
capacidad antioxidante de los extractos mediada por el método ABTS presenté resultados 
similares (142, 103 y 76 umol Trolox /g, respectivamente). 


La capacidad antioxidante de los sazonadores les hace interesantes para la industria 
alimentaria que puede usarlos para prevenir o bloquear la oxidacién de grasas (6), pero 
también de proteînas y otros constituyentes (datos por publicar). Por otra parte, la capacidad 
antimicrobiana de algunos de los compuestos fenélicos presentes en ellos, les confieren 
potencialidad como conservantes. Se ha comprobado su capacidad para el bloquear el 
crecimiento de algunos de los microorganismos alterantes de los alimentos como las bacterias 
làcticas y enterobacterias (6). 
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RESUMEN: 

Los polifenoles del vino pueden influir positivamente en la salud del hombre modificando la actividad 
metabolica y/o composiciòn de la microbiota intestinal. El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el 
metabolismo colénico de un vino tinto mediante el empleo de un nuevo modelo de simulacién 
dinamico del tracto gastrointestinal (denominado SIMGI), utilizando heces humanas de donantes 
sanos (n=2). Para los tres compartimentos del colon -ascendente, transverso y descendente- se Ilevò 
a cabo la monitorizacién de diferentes parametros metabélicos (compuestos fenélicos del vino y sus 
metabolitos, ion amonio y dcidos grasos de cadena corta (SCFA)) y microbiolégicos (recuentos, qPCR), 
incluyendo la comparativa tras la alimentacién del sistema con vino sintético (sin polifenoles). Los 
resultados mostraron que la ingesta moderada de vino activaba el metabolismo de la microbiota 
colénica. Se encontraron aumentos significativos para los écidos gélico, protocatéquico, 3-0- 
metilgàlico, 4-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxifenilpropiénico, vainillinico, siringico, y salicilico después 
de la alimentaciòn con vino. Simultàneamente, se observò una disminuciòn en la formaciòn del ion 
amonio y un incremento en la proporcién del éàcido butanoico. A nivel microbiolégico, los principales 
cambios tuvieron lugar en el colon ascendente. En conclusién, estos resultados ponen de manifiesto 
que el vino modula la actividad metabélica de la microbiota intestinal in vitro, y demuestran la 
utilidad del SIMGI como modelo de simulacién gastrointestinal dinamico. 

Palabras clave: SIMGI, vino, microbiota intestinal, metabolismo, polifenoles. 


1. Introducciòn 


EI intestino grueso humano alberga un complejo ecosistema de comunidades 
microbianas, que alcanzan sus concentraciones més altas a nivel del colon (hasta 10°? células 
por gramo de heces) [1]. La composicién de la microbiota intestinal en la vida adulta es 
bastante estable, si bien existen factores como la edad, las diferencias inter-individuales, la 
dieta y determinadas enfermedades que pueden afectar a la composicién y actividad 
metabélica de la microbiota [2]. Entre los compuestos de la dieta que pueden modificar el 
ambiente intestinal e influir positivamente en la salud del hombre se encuentran los 
polifenoles, abundantes en el vino [3]. 


Para abordar el estudio del efecto de los ingredientes dietéticos o alimentos en la 
microbiota intestinal, se pueden emplear tanto estudios in vitro como in vivo. Los estudios in 
vivo constituyen los mejores modelos para evaluar las interacciones de los componentes de los 
alimentos con la microbiota intestinal, sin embargo, resultan costosos, de larga duraciòn y 
tienen limitaciones éticas. Es por ello, que las simulaciones in vitro, que permiten una 
monitorizacién a lo largo de todo el proceso experimental, se perfilan como una alternativa 
apropiada para este tipo de estudios. 
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EI vino tinto presenta un alto contenido de polifenoles, principalmente de flavan-3- 
oles, antocianinas, flavonoles, y àcidos fenélicos. Aunque el metabolismo de estos compuestos 
comienza en la boca, la mayoria Ilegan intactos al colon, donde por accién de la microbiota 
intestinal dan lugar a àcidos fenélicos, que pueden tener mayor actividad a nivel fisiolégico 
que sus compuestos precursores [4]. Hasta el momento, son pocos los estudios in vitro e in 
vivo que han evaluado la interaccién entre los polifenoles del vino y la microbiota intestinal, sin 
embargo, todos ellos parecen evidenciar que los polifenoles son capaces de modificar 
selectivamente el crecimiento de algunos grupos microbianos intestinales, asi como de 
promover cambios en su actividad metabélica [5]. 


EI objetivo de este trabajo ha sido evaluar el metabolismo colénico de un vino tinto 
mediante el empleo de un nuevo modelo de simulacién dinàmico del tracto gastrointestinal 
(SIMGI) recientemente desarrollado en el CIAL [6,7]. 


2. Material y métodos 


Para Ilevar a cabo la simulacién gastrointestinal en el SIMGI se utilizé un vino tinto 
joven (var. Pinot Noir, vendimina 2010), proporcionado por Bodegas Miguel Torres S.A. 
(Catalufia, Espafia) y con un contenido en polifenoles totales de 1.758 mg de àcido galico/L. 
También se empleò un vino sintético (Acido tartàrico 4 g/L, 12% etanol, pH 3.6,) con el fin de 
evaluar el efecto del etanol sobre la actividad metabolica de la microbiota. 


EI SIMGI permite simular en continuo y de manera conjunta los procesos de digestién 
gastrointestinal y fermentacién colénica que tienen lugar en el sistema digestivo del hombre. 
Està formado por 5 compartimentos, estémago, intestino delgado, colon ascendente (CA), 
transverso (CT) y descendente (CD), gobernados por un autémata [6]. En particular para este 
estudio, donde el interés reside en evaluar el metabolismo colénico de los polifenoles, el 
sistema funcioné con los médulos correspondientes al intestino delgado y el colon. En primer 
lugar, los compartimentos del colon se Ilenaron con 250 ml (CA), 400 ml (CT) y 300 ml (CD) de 
medio nutritivo, siendo posteriormente inoculados con 20 ml de suspensiòn fecal al 20% (w/v). 
El modo de operaciòn del SIMGI a lo largo del estudio fue el siguiente: el intestino delgado se 
alimenté con una mezcla de 75 ml del medio nutritivo y 40 ml del jugo pancreàtico tres veces 
al dia (8 h x 3). Tras 2 h de digestiòn intestinal a 372C, la mezcla se transfiriò autométicamente 
al CA, y de forma simultànea se activé el transito de fluidos entre los compartimentos del 
colon. El pH del colon ascendente, transverso y descendente se mantuvo de forma automàtica 
en 5.6, 6.3 y 6.8, respectivamente. Ademés, todos los compartimentos se mantuvieron a 372C, 
y en condiciones anaerobias mediante un flujo constante de nitrégeno. 


Para este estudio, se realizaron dos experimentos independientes en el SIMGI, 
utilizando muestras fecales de dos voluntarios sanos. Para cada experimento, tras la 
inoculacién de la microbiota fecal, se aplicé un periodo de estabilizacién inicial de dos semanas 
para permitir que las bacterias intestinales se adaptasen y formaran una comunidad 
microbiana estable. Durante este periodo, el sistema se alimenté con medio nutritivo. Después 
de la estabilizaciòn, para simular la ingesta de un vaso de vino, la alimentacién con el medio 
nutritivo fue reemplazada por vino tinto (225 ml) repartida en tres dosis en el mismo dîfa (75 
ml cada 8 h). Posteriormente, el sistema se alimenté con medio nutritivo durante seis dfas 
para volver a las condiciones iniciales de estabilizaciòn. Esta secuencia experimental se repitiò 
dos veces para cada experimento (voluntarios 1 y 2). Ademés, en el caso de voluntario 2, se 
llev6 a cabo una alimentaciòn extra con vino sintético a fin de evaluar el efecto del etanol 
sobre la composicién y la actividad metabélica de la microbiota SIMGI. 
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Durante todo el estudio, se recogieron muestras de los tres compartimentos de colon 
a distintos tiempos con el fin de monitorizar los cambios en la microbiota y su actividad 
metabédlica. EI andlisis metabélico incluyé la determinacién de los compuestos fenélicos del 
vino y sus metabolitos por UPLC-ESI-TQ MS/MS, de àcidos grasos de cadena corta (AGCC) por 
SPME-GCMS, y del ion amonio a través de un medidor de pH/ion acoplado a un electrodo 
selectivo de iones de amonio. Por otro lado, a nivel microbiolégico se Ilevaron a cabo 
recuentos bacterianos en medios selectivos y generales, asi como la cuantificacibn de las 
poblaciones microbianas mediante qPCR. Los métodos estadisticos utilizados para el andlisis 
de los datos fueron el analisis de varianza (ANOVA) y es test de Fisher (LSD). 


3. Resultados 


En primer lugar, y dada la novedad de este sistema de simulacién, se comprobò que 
los protocolos de funcionamiento y de administracibn de vino empleados permitian 
monitorizar adecuadamente los diferentes parametros metabélicos. 


A nivel metabélico, los resultados mostraron que, en general, la formacién de 
metabolitos fendlicos tras la alimentaciòn con vino tinto ocurre de forma secuencial conforme 
avanza el proceso de digestién, esto es, primero en el colon ascendente, y posteriormente en 
el colon transverso y descendente, siendo estos dos ùltimos donde se alcanzaban los niveles 
màs altos de metabolitos. En particular, se encontraron aumentos significativos para los àcidos 
galico, protocatéquico, 3-0-metilgàlico, 4-hidroxibenzoico, 3,4-dihidroxifenilpropiénico, 
vainillinico, siringico, y salicilico, lo que està de acuerdo con un estudio previo de intervencién 
en humanos llevado a cabo con el mismo vino [8]. Comparativamente, la alimentacién con el 
vino sintético, empleada para determinar el efecto del etanol, no generò metabolitos 
fenélicos. Por otro lado, la alimentacién con vino tinto produjo una disminucién gradual en la 
concentracién de amonio en todos los compartimentos, siendo més pronunciada en el colon 
ascendente, y que podria deberse, al menos en parte, a la capacidad de los polifenoles del vino 
para reducir la fermentacién colénica de proteinas [9]. De igual forma, el vino sintético dio 
lugar a una disminucién de la concentracién de amonio en el colon ascendente, sin embargo 
aumentò de forma considerable en el colon transverso y descendente. En cuanto a la 
concentracién de àcidos grasos, los resultados mostraron que la alimentacién con vino tinto o 
sintético era compartimento-dependiente, siendo mayor en el colon transverso y 
descendente. Cabe destacar que la alimentacién con vino tinto produjo un aumento en el 
porcentaje de acido butanoico, conocido por sus efectos beneficiosos en la mucosa intestinal 
[10]. 


A nivel microbiolégico, y con el fin de comparar la influencia del vino tinto frente al 
vino sintético en algunos grupos representativos de la microbiota intestinal, se realizaron 
recuentos microbianos antes y después de las alimentaciones para todos los compartimentos. 
En general, tanto la alimentacién con vino tinto como con vino sintético dio lugar a una 
disminucién en los recuentos bacterianos en el CA, Ilegando a ser significativa en el caso de las 
bacterias lacticas. Por el contrario, este grupo bacteriano experimenté un aumento 
significativo en el CT y CD sélo tras la alimentacién con vino tinto, lo cual sugiere la capacidad 
de las bacterias làcticas para crecer en presencia de polifenoles del vino. En cuanto a los 
resultados obtenidos por qPCR, también se observé una disminucién de los grupos bacterianos 
analizados en el CA tras la alimentacién del vino tinto y el vino sintético. 
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4. Conclusiones 


En conclusién, estos resultados ponen de manifiesto que la alimentacién con vino tinto 
del SIMGI activa el metabolismo de la microbiota colénica, produciendo una gran cantidad de 
metabolitos fenélicos, asi como una disminucién en la formacién del ion amonio y un aumento 
en la proporcién de àcido butanoico. A su vez, se ha comprobado que la actividad metabélica 
de la microbiota es dependiente del compartimento. Simultàneamente, la alimentacibn con 
vino tinto genera cambios a nivel microbiolégico, principalmente en el colon ascendente. En 
conjunto, los resultados de este estudio han demostrado la utilidad de la SIMGI como modelo 
dinamico de simulacién del tracto gastrointestinal humano. 
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RESUMEN: 

El corcho contiene compuestos que pueden migrar al vino y afectar de forma positiva o 
negativa a la calidad. El objetivo de este trabajo fue determinar los compuestos positivos 
presentes en el corcho y que pueden contribuir a la calidad sensorial de los vinos. Se 
analizaron tapones de corcho natural terminados, provenientes de nueve regiones corcheras 
distintas de Portugal, Marruecos, Espafia, Francia e Italia. Se detectaron un total de 
veintinueve compuestos capaces de impactar positivamente en el vino agrupados en las 
siguientes familias: fenoles volatiles, aldehidos, cetonas, cetonas aromàaticas, alcoholes, 
terpenoles, furanos, dcidos aromaticos, esteres etilicos y dcidos grasos. 

Se observò una gran diversidad en la composicién aromética de los tapones de corcho de las 
distintas procedencias. Los corchos analizados mostraron una relaciòn entre el perfil 
sensorial de los tapones y la zona de procedencia del corcho. 


Palabras clave: Corcho, compuestos positivos, perfil aromatico, vainillina. 


1. Introducciòn 

EI envejecimiento en botella es un proceso muy importante en la elaboracién de los 
vinos. Durante este tiempo el vino sufre complejos cambios quimicos que pueden afectar la 
composiciòn aromàtica, las sensaciones en boca, el color y en conjunto la percepciòn de 
calidad del producto. La difusiébn del oxigeno a través del tapén de corcho es el principal 
causante de los cambios quimicos que ocurren en este proceso de crianza. Dependiendo de la 
cantidad de oxigeno que entra en la botella a través del tapén de corcho el vino puede mejorar 
sus caracteristicas o desarrollar aromas defectuosos. 


El tapén de corcho también puede afectar positivamente la calidad del vino mediante 
la aportacién de compuestos positivos que pueden migrar del corcho al vino. Compuestos 
presentes en el corcho, como pueden ser alcoholes, àcidos, aldehidos y acetonas pueden 
contribuir positivamente a la calidad sensorial (1). 


La estructura fisica y la composicién quimica del corcho le confieren particulares 
caracteristicas: impermeabilidad, compresibilidad, recalcitrancia a la degradacién y una gran 
tendencia a comportarse como un material quimicamente inerte. El corcho està constituido 
esencialmente por suberina, celulosa, lignina y una pequefia proporciòn de compuestos 
extraibles (2). Entre estos ùltimos se encuentran determinados compuestos que pueden ser 
extraidos por una solucién hidroalcohélica como es el vino. 


La composicién quimica del corcho y su perfil sensorial se ven afectados por el proceso 


de fabricacién del tapén (3). El origen geogràfico del corcho también puede incidir en su 
composicibn quimica (4). 
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EI analisis de las poblaciones de alcornocal mediante marcadores del DNA de los 
cloroplastos (microsatélites), identifica 5 diferentes halotipos, cada uno de ellos distribuido en 
las poblaciones de una determinada drea geogràfica (5). Esta variabilidad genética puede ser 
origen también de variabilidad en la composicién quimica. 


EI objetivo de este trabajo fue determinar los compuestos positivos presentes en el 
corcho y que pueden contribuir a la calidad sensorial de los vinos. Para ello, se ha determinado 
el perfil aromético de tapones de corcho natural de nueve localizaciones distintas. 


2. Material y métodos 
Se analizaron tapones comerciales producidos a partir de corcho de nueve 
procedencias distintas: 
Portugal: Vale do Tejo, Alentejo, Algarbe. 
Espafia: Extremadura, Catalufia, Valencia. 
Italia: Toscana, Cerdefia. 
Marruecos: Maàmora. 


En todos los casos se analizaron tapones de dimensiones 44x24 mm, clase visual extra y 
tratamiento de superficie con silicona 


Los tapones de corcho fueron triturados (0,5 — 1 mm de diametro de particula) y 25 g 
del triturado fueron macerados en un litro de solucién hidroalcohélica durante 10 dias a 
temperatura ambiente. Se utilizé la extracciòn en fase sélida (SPE) mediante resina LiChrolut 
EN empaquetada en cartuchos de 200 mg (Merk, Darmstadt, Alemania). 


Cien ml de la solucién, a los que se afiadié 10 pl de solucién de 2-octanol como patrén 
interno, se pasaron a través de un cartucho SPE con un flujo de 2 ml/min. Posteriormente el 
solvente fue secado y los analitos fueron recuperados con 5 ml de diclorometano. Las 
muestras fueron concentradas al rotavapor hasta 300 pl. 


Se analizaron por GC-MS soluciones de concentracién conocida de los patrones en 
diclorometano para elaborar las rectas de calibraciòn y cuantificar los distintos compuestos. 


EI analisis por GC-MS se realizé mediante un cromatégrafo de gases GC 7890 (Agilent 
Tecnologies, Wilmington, USA) acoplado a un detector de espectrometria de masas MSD 
5975C (Agilent Tecnologies, Wilmington, USA). La columna utilizada fue una HP5-MS (Agilent 
Tecnologies, Wilmington, USA). El programa de temperaturas fue de 402C (durante 1min), 
52C/min hasta 2252C, 202C/min hasta 2902C con un post run a 3002C durante 2 min. Los 
compuestos volatiles se identificaron mediante comparacién de los espectros de masas con la 
librerfa NIST (Agilent Tecnologîies, Wilmington, USA) y mediante sus tiempos de retenciòn. 


3. Resultados 

Se han detectado 29 compuestos aromàticos en las muestras de corcho analizadas, 
que han sido agrupados en las siguientes familias: vainillina y derivados, fenoles volatiles, 
aldehidos, cetonas, cetonas aromaticas, alcoholes, tepernoles, furanos, àcidos aromàticos, 
esteres etilicos y àcidos grasos. 

La vainillina es el compuesto, con un impacto positivo sobre el vino, que se ha 
detectado en el corcho a mayor concentracién (grafico 1). Este compuesto està 
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frecuentemente presente en el aroma de los vinos criados en barrica. Otros compuestos 
detectados y que aportan aromas relacionados son la acetovainillona y la vainillil metil cetona. 
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Figura 1.- Media y desviacién estàndar de la concentracién de vainillina y derivados en las 
muestras de corcho analizadas. 


Otros compuestos detectados han sido: 

v Fenoles volàtiles: eugenol, isoeugenol, guaiacol y dihidroeugenol. 
v Alcoholes: alcohol feniletilico y alcohol bencilico. 

v Aldehfdos: benzaldehido, bencenacetaldehfdo y nonanal. 

v Cetonas: 2-octanona y acetofenona. 

v Terpenoles: B-terpineol, 4-terpineol, a-terppineol, alcanfor, veratrol y borneol. 
v Esteres etilicos: octanoato de etilo, y-nonalacton. 

v Acidos grasos: Acido nonanoico y Acido dodecanoico. 

v Furanos: furfural y 2-pentilfurano. 

v Cetonas aromaticas: benzofenona. 

v Acidos aromaticos: Acido bencenacético. 


La mayoria de estos compuestos se detectan frecuentemente en el vino y contribuyen 
a su aroma. Algunos pueden aparecer en alimentos como la miel, el queso, o en aceites 
esenciales, o son productos de degradaciòn de la madera. 


Con los datos de concentraciones en los tapones de distintas procedencias, se ha 
llevado a cabo un angdlisis de componentes principales (Figura 2). El primer componente 
principal, que recoge el 40% de la variabilidad, ordena los corchos segùn su origen. Los corchos 
atlànticos y de Espafia continental se agrupan a la izquierda del gràfico, mientras que los 
corchos mediterràneos lo hacen a la derecha. Los corchos atlànticos presentan una mayor 
contribucibn de aldehidos y vainillina mientras que los corchos mediterràneos presentan 
mayor contribucién de cetonas, cetonas aromaticas y alcoholes. 


Teniendo en cuenta los dos primeros componentes principales se establecen cuatro 
grupos. Un primer grupo de corchos de Alentejo y Valle del Tajo con una importante 
contribucién de aldehidos y vainilla. Un grupo formado por los corchos del Algarve, 
Extremadura y levante espafiol, cuya contribuciòn principal son los fenoles volàtiles. El corcho 
de Marruecos se diferencia del resto por su mayor contribucién de furanos, acidos aromàticos 
v ésteres etilicos. Finalmente, los corchos italianos (Cerdefia y Toscana) destacan por su mayor 
contribuciòn de cetonas, alcoholes y àcidos grasos. 
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Figura 2.- Anélisis de componentes principales (PCA) de las familias de aromas en los distintos 
corchos analizados (PC1 vs. PC2). 


4. Conclusiones 

v El corcho presenta compuestos arométicos que pueden ser extraidos por un medio 
hidroalcohélico, como es el vino, capaces de tener un impacto positivo sobre la calidad 
sensorial. Muchos de estos compuestos positivos se encuentran también en el vino aportando 
aromas de fruta, floral, madera, tostado. 


v El perfil sensorial de los distintos tapones de corcho analizados y en consecuencia el 
potencial efecto positivo sobre el vino es muy diverso. Existe una gran diferencia entre la 
composicibn aromatica de los distintos tapones analizados, que de hecho presentan 
concentraciones muy distintas en compuestos con elevado impacto positivo sobre el vino 
como puede ser la vainillina, el acido dodecanoico o el furfural. 


v Las muestras analizadas muestran una relacién entre el perfil sensorial de los 
tapones y la zona de procedencia del corcho. Puede resultar interesante profundizar en la 
relacibn entre la zona de origen del corcho y su perfil sensorial. 
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RESUMEN: 


EI sindrome metabélico (SM) es un grupo de alteraciones metabélicas que incluye la 
obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, niveles bajos de colesterol HDL, hipertensién e 
hiperglucemia. El objetivo de este estudio fue investigar la relacién entre la ingesta de vino 
tinto (VT) y la prevalencia del SM y sus componentes individuales en una poblaciòn 
mediterranea con alto riesgo cardiovascular. Comparado con los no consumidores, los 
consumidores moderados de VT (= 1 bebida/d) mostraron una reducciòn de la prevalencia 
del SM (OR=0.56; P<0.001), un menos riesgo de tener la circunferencia de la cintura elevada 
(OR=0.59; P<0.001), bajo colesterol HDL (OR=0.42; P<0.001), alta presién arterial (OR=0.28; 
P<0.001) y elevada glucosa plasmatica en ayunas (OR=0.67; P<0.001). En una poblacién 
adulta con alto riesgo cardiovascular, el consumo moderado de VT reduce la prevalencia del 
SM, asi como cuatro de los cinco criterios metabolicos individuales incluidos en el SM. 


Palabras clave: sindrome metabélico, vino tinto, alcohol, PREDIMED. 


1. Introducciòn 

EI sindrome metabélico (SM) es un grupo de alteraciones metabdlicas que incluye 
obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, niveles bajos de colesterol HDL, hipertensién e 
hiperglucemia. El SM es el resultado de la interaccién de multiples elementos, en el que los 
factores genéticos y ambientales, junto con los hàbitos alimentarios, juegan un papel crucial 
en su desarrollo!. 


Estudios previos han demostrado distintos efectos, negativos y positivos, del consumo 
de alcohol sobre el sindrome metabélico?. Sin embargo, en un meta-andlisis de estudios 
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observacionales Alkerwi y cols.ì observaron que un efecto metabélico favorable parece estar 
restringido a un consumo moderado de alcohol, es decir, menos de 20 g/dia en mujeres y 
menos de 40 g/dia en hombres. Mientras que algunos autores no han encontrado diferencias 
en la incidencia de SM entre los consumidores de diversas bebidas alcohélicas, otros han 
reportado tasas més bajas en los bebedores de vino”. Sin embargo, en el estudio SUN, Barrio- 
Lépez y cols. encontraron que los consumidores de al menos 7 bebidas alcohélicas por semana 
aumentaban la probabilidad de desarrollar un SM, sin observar una asociacién significativa con 
el consumo de vino o licor*. El vino tinto (VT) ademés de su contenido en alcohol, es rico en 
compuestos fendlicos, que pueden tener efectos positivos sobre el metabolismo de los 
hidratos de carbono? y la presién arterial?. Diferentes estudios de intervencién en humanos 
han mostrado que otros alimentos ricos en polifenoles aumentan la concentracién del 
colesterol HDL”, sin embargo los pocos estudios relacionados con la adiposidad abdominal han 
arrojado resultados contradictorios. 


EI objetivo de este estudio fue investigar la relacibn entre el consumo de VT y la 
prevalencia del SM y sus componentes individuales en una poblacién mediterrànea con alto 
riesgo cardiovascular. 


2. Material y métodos 


Se realiz6 un estudio transversal con datos basales de 5801 participantes de cohorte PREDIMED 
(PREvencibn con Dleta MEDiterrànea) (www.predimed.org; ISRCTN35739639). La descripciòn detallada 
del estudio ha sido publicada anteriormente®. Este estudio se Ilev6 a cabo de acuerdo con las directrices 
establecidas en la Declaraciòn de Helsinki y todos los procedimientos fueron aprobados por los Comités 
de Ética e Investigacién de todos los centros participantes. Asimismo, todos los participantes firmaron 
un consentimiento informado aceptando su inclusiòn en el estudio. 


Los hébitos dietéticos fueron evaluados mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de 
137 puntos, el consumo diario de alimentos y nutrientes fue estimado segun este cuestionario. También 
se utilizé un cuestionario validado de 14 puntos para valorar el grado de adherencia a la dieta 
mediterranea tradicional. Ademés se rellené un cuestionario general sobre habitos de vida, 
enfermedades y tratamientos seguidos, asi como un cuestionario validado de actividad fisica (Minnesota 
Leisure Time Physical Activity Questionnaire). 


EI peso corporal y altura se midieron con el mînimo de ropa y sin zapatos, con una balanza 
calibrada y un estadibmetro, respectivamente. La circunferencia de la cintura se midié en el punto 
medio entre la ùltima costilla y la cresta ilfaca utilizando una cinta antropométrica. La presiòn arterial se 
midié por triplicado en posiciòbn sentada, utilizando un esfigmomanémetro semiautomatico (Omron 
HEM- 705CP, Hoofddorp, The Netherlands), con un intervalo de 5 minutos entre cada mediciòn, y se 
registrò la media de estos valores, siguiendo los procedimientos recomendados por la Sociedad Europea 
de Hipertensiòn. La glucosa plasmatica y los perfiles de lipidos se midieron usando un analizador 
automatico. Para los pacientes con niveles de triglicéridos menos de 400 mg/dL, las concentraciones de 
colesterol LDL fueron estimadas utilizando la férmula de Friedewald. 


EI cuestionario de frecuencia de consumo inclufa preguntas relativas a la ingesta de vino (VT, 
vino rosado, vino blanco y vino espumoso), cerveza, licores y bebidas destiladas. Se utiliz6 la Unidad 
Bésica de bebida 10 g de alcohol puro, para categorizar la ingesta de alcohol, es decir: 100 mL de vino, 
250 mL de cerveza, 65 mL de licores y 32 mL de licores. La ingesta de VT se clasificò en tres grupos: no 
bebedores, 0.1-1 bebida/dfa y > 1 bebida/dia. 


EI SM se definié de acuerdo a los criterios actualizados de la Federaciòn Internacional de 


Diabetes (IDF) y la Asociacién Americana de Cardiologia/Instituto Nacional de Cardiologia, Neumologia y 
Hematologia (AHA/NHLBI). Los participantes se diagnosticaron de SM si cumplian al menos tres de los 
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siguientes criterios: a) perimetro de cintura elevado (> 88 cm en mujeres y > 102 cm hombres), b) 
triglicéridos elevados [> 150 mg/dL (1.7 mmol/L)] o tratamiento hipotrigliceridemiante, c) Concentraciòn 
baja de colesterol HDL [< 40 mg/dL (1.0 mmol/L) en los hombres; < 50 mg/dL (1.3 mmol/L) en mujeres] 
o tratamiento hipolipemiante, d) presién arterial elevada (sistélica > 130 y/o diastélica > 85 mmHg) o 
tratamiento antihipertensivo, e) Concentracién elevada de glucosa plasmatica en ayunas [> 100 mg/dL 
(5.5 mmol/L)] o tratamiento hipoglucemiante. 


Para comparar las medias de variables continuas entre los diferentes grupos de VT se utilizò un 
andlisis de varianza (ANOVA) con la prueba post-hoc de Bonferroni. Las odds ratio (OR) para el SM y 
cada uno de sus componentes individuales en las diferentes categorias de consumo de VT se calcularon 
con angalisis de regresiéòn logistica multivariante, con el SM y sus componentes individuales como 
variables dependientes y los grupos de consumo de VT como variables independientes. En los modelos 
multivariantes, se ajustò por sexo, edad, indice de masa corporal (IMC), condicién de fumador (nunca, 
fumadores y ex-fumadores), actividad fisica durante el tiempo libre (si/no), energia total ingerida, nivel 
educativo y adhesiòn al patròn de dieta Mediterranea excluyendo el consumo de vino. Se realizaron 
analisis adicionales estratificados por sexo, grupos de edad (< 70 y > 70 afios) y la condiciòn de fumador 
(nunca/siempre). Todos los anglisis estadisticos se realizaron utilizando el software de IBM SPSS v19.0 
(Chicago, USA). Los valores P < 0,05 se consideraron estadîsticamente significativos. 


3. Resultados 


En el estudio se analizaron los resultados de 5801 participantes, 2433 hombres y 3368 
mujeres con alto riesgo cardiovascular, dentro del estudio PREDIMED. El 52.4% (3037) de los 
participantes no consumifan vino, el 36% (2086) consumfan menos de 1 bebida/dia y el resto 
(12%) = 1 bebida/dîa. Los participantes con la mayor ingesta de VT (=> 1 bebida/dia) eran 
hombres, fumadores o ex-fumadores, méàs activos fisicamente y tenia una educaciòn superior. 
Ademàs, consumian més calorias totales, hidratos de carbono, proteinas, colesterol total y 
àcidos grasos saturados, mono insaturados y poli insaturados. El consumo de frutas, verduras, 
hortalizas y productos làcteos fue menos frecuente en el grupo de bebedores intermedio (0.1- 
1 bebida/dia), aunque no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos en 
cuanto a la adherencia a la dieta Mediterranea tradicional. 


De los 5801 participantes incluidos en el estudio el 67% cumplian criterios de SM. Los 
participantes con la mayor ingesta de VT (n=678) tenfan el IMC y el ritmo cardiaco més bajo, 
pero mayor presiòn arterial. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el 
colesterol total o el HDL. Sin embargo, cuando se tradujeron estos valores a los componentes 
de SM teniendo en cuenta la medicacién para tratar la trigliceridemia, la hipertensién o la 
diabetes se observé un menor numero de casos de SM (53.4% del total del grupo) entre los 
mayores consumidores de VT, asî como una menor prevalencia de la circunferencia de cintura 
elevada, concentraciones altas de triglicéridos, concentraciones bajas de colesterol HDL, 
presién arterial elevada y cifras altas de glucemia en ayunas. En el grupo de no consumidores 
(n=3037), se observé un 74.7 % de casos de SM, mientras que en el grupo intermedio (0.1-1 
bebida/dia; n=2086) se observé un 60.7 % de casos. 


Se calculé el riesgo relativo del SM y sus componentes utilizando regresién logistica, 
tomando el grupo de no consumidores como categoria de referencia y ajustando por los 
diferentes factores de confusién descritos anteriormente. El consumo de >1 bebida/dia de VT 
se asociò con una reduccién estadisticamente significativa del riesgo de SM en el anglisis antes 
y después del ajuste (OR=0.56, 95%IC 0.45, 0.68; P<0.001). Teniendo en cuenta los 
componentes individuales del SM, los participantes en el grupo de mayor consumo de VT (màs 
de 1 copa al dia) mostraron un riesgo 41% menor de tener la circunferencia de la cintura 
elevada (OR=0.59, 95%IC 0.46, 0.77; P<0.001), un riego 58% menor de tener bajo colesterol 
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HDL (OR=0.42, 95%IC 0.32, 0.53; P<0.001), un riego 72% menor de tener la presiòn arterial 
elevada (OR=0.28, 95%IC 0.17, 0.45; P<0.001) y un riego 33% menor de tener una cifra elevada 
de glucemia en ayunas (OR=0.67, 95%IC 0.54, 0.82; P<0.001). 


EI analisis estratificado por sexos revelò un menor riesgo de SM en las mujeres que 
consumian => 1 bebida/dia (OR=0.47; P<0.001) que en los hombres (OR=0.68; P=0.004) tras el 
ajuste multivariante. En el analisis estratificado por edad (< 70 y > 70 afios), el efecto del VT se 
mantenia significativo sélo en el grupo de participantes < 70 afios (OR=0.49; P<0.001). Al 
estratificar por condicibn de fumador, nos encontramos con una reducciòn del 43% en el 
riesgo de SM en los fumadores y ex-fumadores (OR=0.57; P<0.001) y una reducciòn del 40 % 
entre los que nunca habfan fumado. 


4. Conclusiones 


En una poblacién adulta con alto riesgo cardiovascular, los consumidores moderado de 
VT (=> 1 bebida/dia), comparado con los no consumidores, tuvieron una menor prevalencia de 
SM, de circunferencia de la cintura elevada, niveles bajos de colesterol HDL, la presiòn arterial 
elevada e hiperglucemia, cuatro de los cinco criterios metabélicos individuales incluidos en el 
SM. 
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